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RESUMO

A presenca de bactérias multirresistentes no ambiente aquatico representa um desafio a satde
de peixes e a saude publica. Diante da escassez de antimicrobianos regulamentados para uso
em peixes nativos, cresce o interesse por alternativas naturais, como os extratos vegetais. Dessa
forma, objetivou-se com o estudo realizar a prospec¢do do extrato fresco e fracdes de pariri
(Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann) frente a Aeromonas patogénicas multiressistentes a
antimicrobianos isoladas de tambaquis oriundos da Ilha do Maranhdo. Para a realizacao do
estudo, foram utilizadas 54 isolados bacterianos oriundos de C. macropomum, confirmadas para
o0 género Aeromonas sp. por testes fenotipicos e molecular e, multirresistentes a antibidticos de
uso comercial. Para a avaliagdo do perfil antimicrobiano foi preparado o extrato e as fragdes
(hexanica, diclorometanica, acetato de etila e aquosa) da folha fresca de F. chica pelos
processos extrativos de maceragdo, rotoevaporacao, liofilizagao e particao liquido-liquido. A
determinagdo de fendlicos totais e flavonoides do extrato e fragdes ocorreu pelo método de
Folin-Ciocalteu e regressdo linear, com a leitura realizada em espectrofotometro e, a
determinagdo dos espectros de massa do extrato fresco realizada por infusdo direta em
espectrometro de massas. O teste da atividade antimicrobiana dos isolados foi realizado com o
extrato fresco e fracdes sendo determinada a concentragdo inibitéria minima (CIM) e a
concentragdo bactericida minima (CBM). Para a CIM, foi utilizada a resazurina como marcador
para verificacdo da viabilidade bacteriana pelo método de diluigdo em microplacas e, para o
CBM realizou-se o método spread-plate com o 4gar plate count. Para a avalia¢do da toxicidade,
foi realizado o teste in vivo do extrato e suas fragdes, com 120 larvas da espécie Tenebrio
molitor. A gentamicina foi utilizada como controle positivo tanto no CIM como no CBM. O
extrato fresco (3172 £+ 1,90) e a fragcdo de acetato de etila (2605 £ 1,65) exibiram os maiores
teores de fenolicos totais e de flavonoides totais. Na analise quimica do extrato fresco, foram
identificados os compostos quimicos Carajurona (m/z 285,0723) e Carajurina (m/z 299,0876).
Nos resultados da CIM, a fracao acetato de etila (1,95 pg/mL) e diclorometanica (15,62 a 31,25
pug/mL) apresentaram melhor desempenho para inibir o crescimento dos 54 isolados, seguido
do extrato fresco (39,06 a 10000 pg/mL). Ja, as fragdes hexanica e aquosa (10000 pg/mL) se
mostraram inibidores fracos. A gentamicina apresentou no CIM e CBM, atividade
antimicrobiana semelhante, variando de 3,12 a 25 pg/mL. Os extratos de F. chica apresentaram
baixa toxicidade aguda em 7. molitor, com 100% de sobrevida nos controles ¢ baixa redugao
da taxa de sobrevivéncia, apenas na maior concentracao testada para a fracao diclorometanica.

Conclui-se que a fragdo de acetato de etila e diclorometanica da F. chica demonstraram
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desempenho potente a moderado contra os isolados de Aeromonas spp. obtidos de C.
macropomum. Os resultados deste estudo evidenciam o potencial de F. chica no controle de
aeromonose em tambaqui, contribuindo para a reducdo do uso de antibidticos sintéticos e
fortalecendo acdes voltadas a conservacao da biodiversidade e a protegao dos ecossistemas
frente a disseminagdo da resisténcia antimicrobiana. Como forma de promover a discussio da
resisténcia a antimicrobianos em organismos aquaticos e seu impacto direto a Uma S6 Saude
elaborou-se o guia orientativo (ilustrado e em linguagem acessivel), primando pela missdo das
universidades em produzir e difundir conhecimento intramuros e extramuros, propiciando a
interacdo dialogica, interdisciplinaridade, indissociabilidade entre o ensino-pesquisa-extensao,

impacto na formagao do estudante e na transformagao social.

Palavras-chave: Aeromonas sp. Resisténcia bacteriana. Ecossistemas aquaticos.

Bioprospeccao.
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ABSTRACT

The presence of multidrug-resistant bacteria in aquatic environments represents a challenge to
fish health and public health. Given the scarcity of antimicrobials regulated for use in native
fish, interest in natural alternatives, such as plant extracts, has increased. Thus, this study aimed
to prospect the fresh extract and fractions of pariri (Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann)
against pathogenic Aeromonas spp. multidrug-resistant to antimicrobials isolated from
tambaqui originating from the Island of Maranhdo. For this purpose, 54 bacterial isolates from
C. macropomum were used, confirmed as belonging to the genus Aeromonas sp. by phenotypic
and molecular tests and characterized as multidrug-resistant to commercially used antibiotics.
For the evaluation of the antimicrobial profile, the fresh leaf extract of F. chica and its fractions
(hexane, dichloromethane, ethyl acetate, and aqueous) were prepared through maceration,
rotary evaporation, lyophilization, and liquid-liquid partitioning processes. The determination
of total phenolic compounds and flavonoids in the extract and fractions was performed using
the Folin—Ciocalteu method and linear regression, with readings taken using a
spectrophotometer, while mass spectra of the fresh extract were determined by direct infusion
into a mass spectrometer. The antimicrobial activity of the isolates was evaluated using the
fresh extract and fractions, with the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) determined. For MIC determination, resazurin was used as a
viability marker by the microdilution method in microplates, and for MBC determination, the
spread-plate method with plate count agar was applied. Toxicity assessment was carried out
through an in vivo test of the extract and its fractions using 120 larvae of the species Tenebrio
molitor. Gentamicin was used as a positive control in both MIC and MBC assays. The fresh
extract (3172 + 1.90) and the ethyl acetate fraction (2605 = 1.65) exhibited the highest levels
of total phenolics and total flavonoids. Chemical analysis of the fresh extract identified the
compounds carajurone (m/z 285.0723) and carajurin (m/z 299.0876). In MIC assays, the ethyl
acetate fraction (1.95 ug/mL) and the dichloromethane fraction (15.62—-31.25 pg/mL) showed
the best performance in inhibiting the growth of the 54 isolates, followed by the fresh extract
(39.06-10,000 pg/mL). In contrast, the hexane and aqueous fractions (10,000 pg/mL) were
weak inhibitors. Gentamicin exhibited similar antimicrobial activity in both MIC and MBC
assays, ranging from 3.12 to 25 pg/mL. Extracts of F. chica showed low acute toxicity in 7.
molitor, with 100% survival in the controls and a slight reduction in survival rate only at the
highest concentration tested for the dichloromethane fraction. It is concluded that the ethyl

acetate and dichloromethane fractions of F. chica demonstrated potent to moderate activity
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against Aeromonas spp. isolates obtained from C. macropomum. The results of this study
highlight the potential of F. chica in the control of aeromonosis in tambaqui, contributing to the
reduction of synthetic antibiotic use and strengthening actions aimed at biodiversity
conservation and ecosystem protection against the spread of antimicrobial resistance. As a way
to promote discussion on antimicrobial resistance in aquatic organisms and its direct impact on
the One Health approach, an educational guide (illustrated and written in accessible language)
was developed, reinforcing the mission of universities to produce and disseminate knowledge
both within and beyond academic environments, fostering dialogical interaction,
interdisciplinarity, the inseparability of teaching—research—extension, and positive impacts on

student education and social transformation.

Keywords: Aeromonas. Bacterial resistance. Aquatic ecosystems. Bioprospecting.
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16

1. INTRODUCAO

Os antimicrobianos sdo empregados para combater uma infecgdo estabelecida em
determinado organismo, no entanto, quando utilizados de forma incorreta, seja profilatica ou
para finalidades produtivas, determinam sérios problemas a saide humana, sanidade animal e
ao meio ambiente (Prestinaci; Pezzotti; Pantosti, 2015).

O atual e emergente agravamento do nivel de resisténcia aos antimicrobianos associa-
se a sua utilizacdo exacerbada e, muitas vezes, erronea praticada ao longo de décadas. O uso
indiscriminado propiciou que microrganismos conseguissem se adaptar por meio de
mecanismos de aquisicdo e transferéncia de genes de resisténcia, causando, por conseguinte
alteracdes nos resistomas' de ambientes (De Castro; De Castro; Lima, 2022).

As adaptagdes e alteragdes no resistoma antibiotico ambiental? contribuiram para a
emergéncia e incidéncia de bactérias patogé€nicas e resistentes aos antibidticos nos mais
diversos ambientes, que perpassam pelo hospitalar até o de produgdo animal, configurando,
assim, uma iminente preocupacdo ¢ ameaga para a saude publica (Kraemer; Ramachandran;
Perron, 2019).

Nesse cenario preocupante que representa a resisténcia antimicrobiana (RAM), a agua
representa ndo apenas um meio de dispersdo de organismos resistentes aos antibioticos entre as
populagdes humana e animal, mas, também, a via pela qual genes que conferem resisténcia sao
inseridos no ecossistema de bactérias naturais, alterando a microbiota ambiental e permitindo,
assim, o surgimento de cepas multirresistentes. Logo, os ambientes aquaticos sdo considerados
0s principais reservatorios para cepas resistentes € genes de resisténcia a antibidticos (Resende
et al.,2020).

Collignon e Mcewen (2019) citaram que o ambiente aquatico estd diretamente
relacionado a abordagem de Uma Sé Saude, que se fundamenta na dependéncia mutua entre
humanos, animais e meio ambiente, € no reconhecimento de que compartilham nao apenas o
mesmo ambiente, mas, também, muitas ameacas a satide, como as doengas infecciosas causadas
por microrganismos patogénicos.

A resisténcia antimicrobiana deve ser um assunto tratado com urgéncia na saude

publica, na producdo animal e agricola e, no meio ambiente. Sua prevaléncia pde em risco o

'Resistoma: conjunto de genes responsavel por conferir resisténcia aos antimicrobianos, antissépticos ¢ metais
pesados em um dado ecossistema microbiano (HO ef al., 2019).

2 Resistoma antibiotico: O resistoma antibidtico compreende todos os elementos genéticos que podem conferir
resisténcia aos medicamentos (De Castro; De Castro; Lima, 2022).
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tratamento eficaz de infecgdes causadas por bactérias, fungos, virus e parasitas, resultando em
enfermidades mais prolongadas e com maior mortalidade, a0 mesmo tempo em que pde em
risco a sustentabilidade dos sistemas agroalimentares e, consequentemente, a seguranga
alimentar (OPAS, 2020).

Adicionalmente, diante do emprego inadequado de antimicrobianos na producdo
animal, e ao consequente tratamento ineficiente dos efluentes e dejetos oriundos das mais
variadas industrias de processamento de produtos de origem animal (POAs), emerge um alerta
mundial quanto a multirresisténcia dentro dos sistemas de criacdo. Ja que, dependendo da
tecnificagdo dos sistemas produtivos, os efluentes das dguas residuais da criagao dos animais e
industrias processadoras, que consomem quantidades elevadas de antibidticos, constituem uma
das principais fontes de genes resistentes a antibidticos (Al Salah; Laffite; Poté, 2019).

O problema acima citado ¢ agravado, sobretudo, quando esses efluentes tém como
destino final cursos d’agua com populacdo ambiental caracteristica, tendo como efeito a troca
de material genético entre as populagdes e a transferéncia e aquisicao de resisténcia facilitada
pelo ambiente aquatico, por ser frequentemente e facilmente impactado por atividades
antropogénicas (Marti; Variatza; Balcazar, 2014).

Em sistemas de criacdo de peixes, a dgua utilizada pode ser obtida de diversas fontes
como, rios, corregos, riachos, ribeirdes, agudes, reservatorios, represas, aquiferos subterraneos
entre outros que, podem conter microrganismos, inclusive os resistentes aos antimicrobianos.
Diante disso, o risco da presenca de bactérias multirresistentes no meio ambiente deve ser
valorado e a utilizagdo hidrica de fontes naturais potenciais para consumo e produ¢ao animal,
sem tratamento prévio, constitui um problema potencial, principalmente quando realizada em
populagdes suscetiveis, a exemplos dos peixes (Bortoloti et al., 2018).

Apesar de existirem varias bactérias que infectam os peixes, algumas delas se destacam
pela frequéncia com que ocorrem no mundo e no Brasil, entre elas estao as bactérias do género
Aeromonas sp.(Leira et al., 2016), microrganismos que integram o microbioma aquatico e que
podem infectar esses organismos aquaticos. A infeccdo causada por espécies desse género
podem causar hemorragia cutanea no corpo e nadadeiras, evoluindo para ulceracdes com perdas
de epitélio, bem como septicemia e, em alguns casos, morte (Alyahya et al., 2018).

No Brasil, para a profilaxia e tratamento das doencas bacterianas em peixes, apenas dois
farmacos sao regulamentados pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA), o florfenicol
e a oxitetraciclina, porém nenhum deles ¢ liberado para espécies nativas (Brasil, 2011), sendo
que esses farmacos muitas vezes administrados de forma erronea ou substituidos por outros nao

recomendados, prejudicam a sanidade animal, ambiental e saide humana. Dessa forma, a
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fitoterapia surge como uma alternativa dotada degrande potencial para prevencao e controle de
patoégenos nessa classe de vertebrados, bem como seu uso oferece menos impacto a0 meio
ambiente.

A utilizacdo de fitoterapicos, com propriedades antimicrobianas, € uma importante
opcdo na profilaxia e controle de patdgenos nas criacdes em substituicdo ao uso de produtos
quimicos que, além de serem téxicos ou ndo regulamentados para uso em peixes, sa0 nocivos
ao meio ambiente, geram resisténcia bacteriana e também podem afetar a satde humana
(Tavechio et al., 2009). Além disso, os fitoterapicos oferecem diversas vantagens em relagao
aos antimicrobianos, em que se destaca: (i) menor toxicidade, por serem menos concentrados;
(i) apresentam multiplos modos de a¢do que diminuem a probabilidade de desenvolvimento da
RAM; (iii) contribuem para a reducdo do impacto ambiental devido a sua natureza
biodegradavel; e, (iv) minimizam a presencga de residuos quimicos nos animais (Coimbra et al.,
2006).

A Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann, espécie vegetal de distribuicdo cosmopolita
no Brasil, principalmente na bacia Amazonica, popularmente conhecida como pariri (Gemelli
et al., 2015), ¢ uma planta muito utilizada na medicina popular e suas partes empregadas
fitoterapicamente incluem as folhas e os ramos, este tltimo com propriedades antimicrobianas
e anti-helminticas (Oliveira et al., 2022).

Tendo em vista o possivel comprometimento da sanidade de peixes por bactérias do
género Aeromonas sp., sobretudo as espécies nativas como o Colossoma macropomum, a partir
do surgimento de bactérias patogé€nicas resistentes aos antimicrobianos sintéticos, bem como a
baixa quantidade de fArmacos recomendaveis disponivel e o risco da exposicao do ecossistema
aquatico a essas substancias, ¢ necessaria a descoberta de novas substancias com potencial

antimicrobiano.

2. JUSTIFICATIVA E IMPORTANCIA DO ESTUDO

O termo “’Uma S6 Saude’ representa a interconexdo estabelecida entre diversos
ecossistemas na disseminagdo e emergéncia de tragos que influenciam a saude humana, animal,
vegetal e sua integragdo ambiental (Hernando-Amado et al., 2019). A RAM ¢ um dos maiores
problemas associados @ Uma S¢ Satde por sua forte ligagdo com os microbiomas encontrados
nos mais diversos ambientes. A transmissao ecoldgica do resistoma entre microrganismos se
deve a trés principais aspectos: o espaco onde ocorre, o veiculo por onde ¢ transmitido e a

interpretacdo da informacao transmitida pelo recipiente, isto €, a recep¢do do material genético
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(Baquero et al., 2019).

Qualquer lugar onde haja uso de antimicrobianos sera considerado um reservatdrio de
resisténcia. Os humanos e os animais, bem como os ambientes onde estdo inseridos como as
granjas e locais de aquicultura sdo enquadrados como pegas-chaves na disseminacdo de
resisténcia. Além disso, as dguas, o solo e diversos outros nichos ecoldgicos estdo sujeitos a
contaminagdo por meio dos descartes e poluicdo da industria farmacéutica e os dejetos das
industrias de producao animal (Mcewen; Collignon, 2018).

Nessa perspectiva, faz-se necessaria uma reflexao sobre a RAM em relagdo a Agenda
2030, considerando que a resisténcia antimicrobiana deve ser abordada ndo apenas como uma
questdo isolada de satde, mas como uma questdo de saude integrada em um contexto social,
econOmico e ambiental. De acordo com Ferrinho et al. (2022), a “pandemia da RAM” deve ser
dada a mesma atenc¢do dispensada as outras emergéncias de saude publica e pandemias, como
a da Covid-19, a inseguranga alimentar e nutricional e as alteragdes climdticas, evidenciando a
importancia dos sistemas sociais, dos sistemas agropecuarios e da degradagdo ambiental.

A iniciativa dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentaveis (ODS) inclui 17 objetivos
bem definidos nas dimensdes da ecologia, mudancgas climaticas, questdes sociais, economia,
educacdo e saude, que estdo frequentemente interligados com agdes, metas e critérios de
monitoramento para permitir a avaliagdo do progresso desses objetivos. Todas as dimensdes
tratadas nos ODS sao importantes para enquadrar e responder adequadamente a emergéncia de
satde publica associada a RAM. E, ela compromete também a capacidade de alcangar muitos
dos ODS (Jasovsky et al., 2016; Gajdacs et al., 2021), no entanto, a Agenda 2030 e os ODS
nao fazem uma unica referéncia a RAM.

Portanto, a importancia do tema proposto estd inserida em um contexto de “Uma So
Satde” que ¢ definida como uma abordagem colaborativa, multissetorial e transdisciplinar,
trabalhando em varios niveis (local, regional e global), para alcangar resultados ideais de saude
e bem-estar, reconhecendo as interconexodes entre pessoas, animais, plantas e seu ambiente
compartilhado. Associado a isso, ha uma grande necessidade de introduzir novas alternativas
ao arsenal farmacéutico quando se refere a terapéutica com o uso de antimicrobianos. Uma vez
que, tem se tornado frequente, o aparecimento de cepas bacterianas cada vez mais resistentes,
resultantes da utiliza¢do indiscriminada destes fArmacos. Portanto, a utilidade de plantas com
acdo antimicrobiana tem crescido com grandes perspectivas (Veber, 2015).

Outrossim, os principais eixos desse estudo (peixes nativos X infec¢do bacteriana X

resisténcia antimicrobiana X extrato vegetal fresco X atividade antimicrobiana) sdo tratados
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conjuntamente de forma esparsa na literatura. Por isso, hd a necessidade premente de

desenvolver uma pesquisa sobre esta tematica.

3. HIPOTESE CIENTIFICA DO TRABALHO

A presenga de bactérias multirresistentes no meio ambiente esta comprovada e elas
podem atingir diferentes espécies animais, incluindo os peixes nativos, como o Colossoma
macropomum. Na inexisténcia de antibidticos para o tratamento de aeromonose em peixes
considera-se que o extrato fresco e fragcdes obtidas da espécie vegetal Fridericia chica (Bonpl.)
L.G. Lohmann podem representar uma alternativa terapéutica promissora pelo seu efeito
antimicrobiano natural, além de colaborar com a conservagdo de espécies nativas ameagadas

por patégenos multirresistentes e para a satide publica.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

e Realizar a prospeccdo do extrato fresco e fragdes de pariri (Fridericia chica (Bonpl.)
L.G. Lohmann) frente a Aeromonas patogénicas multiressistentes a antimicrobianos

isoladas de tambaquis (Colossoma macropomum) oriundos da Ilha do Maranhao.

4.2 Objetivos Especificos

e Preparar o extrato e fracoes das folhas frescas de Fridericia chica (Bonpl.) L.G.
Lohmann.

e Quantificar compostos fenolicos e flavonoides presentes no extrato e fragdes das folhas
frescas de Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann.

e Identificar a composi¢ao quimica do extrato de Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann
por cromatografia liquida acoplada a espectrometro de massas.

e Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracao bactericida minima

(CBM) frente a extratos frescos e fragdes de Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann.
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e Avaliar a toxicidade do extrato e fragdes das folhas frescas de Fridericia chica (Bonpl.)

L.G. Lohmann.

5. FUNDAMENTACAO TEORICA

5.1 Resisténcia Antimicrobiana (RAM) em Ambientes Aquaticos

O ambiente aquatico ¢ o habitat natural de um grande niimero de microrganismos,
incluindo bactérias resistentes a antibidticos, e ¢ considerado o principal receptor de
antimicrobianos, bactérias resistentes e genes de resisténcia a antibidticos originarios de
atividades humanas (Marshall; Levy, 2011). Diversos fatores podem propiciar a disseminagao
desses genes e microrganismos, como a falta de conhecimento da populagdo, controle
ineficiente de infec¢des, escoamento de residuos, auséncia de saneamento basico ¢ o tratamento
inadequado — ou inexistente — da agua, onde o langamento de efluentes, bem como o lixo
comum, aliado ao descarte incorreto dos medicamentos, pode contaminar nao s6 o solo, mas
também as dguas de rios, lagos, oceanos e lengois freaticos (Silva; Cardoso; Vieira, 2022; Pinto
et al., 2014). O uso nao responsavel de farmacos, juntamente com outros fatores de pressao
seletiva, implica na maior frequéncia e dispersao de genes de resisténcia no ambiente € em
matrizes ambientais, como o solo e as daguas superficiais (Laxminarayan, 2014; Grenni;
Ancova; Caracciolo, 2018; Sousa et al., 2018).

A entrada de antimicrobianos e seus metabodlitos no ambiente se da por varias vias, mas,
principalmente, por meio de efluentes hospitalares e aguas residuais nao tratadas, lodos de
esgoto, descarga de residuos municipais, atividades agropecudrias, além de efluentes dos
fabricantes desses farmacos. Uma vez no ambiente, os antimicrobianos sdo capazes de alterar
comunidades microbianas naturais responsaveis por desempenharem processos ecologicos
fundamentais para manutencao da qualidade da dgua e do solo (Martins, 2023).

Apesar dos antibidticos estarem presentes no meio ambiente, inexiste qualquer
motivagdo palpavel por parte dos 6rgdos governamentais que possa fornecer informagdes a
respeito de regulamentacdes futuras para essa problematica. Comparativamente, a resisténcia
ambiental recebeu menos foco que a resisténcia antimicrobiana na saide de humanos e animais,
mesmo que o ambiente natural seja um importante reservatorio de resisténcia (Grenni, 2022;

UNEP, 2022).
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Bactérias ambientais possuem uma grande diversidade genética e capacidade
metabolica, agindo na ciclagem biogeoquimica e na degradacdo de contaminantes organicos.
Antimicrobianos no ambiente podem dificultar o funcionamento e a estrutura dessas
comunidades bacterianas, causando efeitos diretos e indiretos a curto e a longo prazo, agindo
como bactericidas ou bacteriostaticos e causando o desaparecimento de algumas populagdes
microbianas e seu funcionamento ecoldgico (Grenni, 2022).

Vérios grupos de pesquisa t€ém demonstrado que bactérias ambientais, especialmente
aquelas coletadas ou isoladas do solo, contém uma importante diversidade de genes de
resisténcia, alguns semelhantes aos genes detectados em bactérias patogénicas (Hu; Gao; Zhu,
2017). Neste contexto, surgiu o conceito de 'resistoma’, que compreende o conjunto de todos os
genes que contribuem direta ou indiretamente para a resisténcia a antibioticos em bactérias do

ambiente, bem como em patdgenos de importancia clinica (Perry; Wright, 2013).

5.1.1 Modos de Disseminaciao de Genes de Resisténcia

Os modos de disseminagdo de genes de resisténcia a medicamentos em patdgenos
podem ser realizados tanto por transferéncia genética vertical (VGT) quanto por transferéncia
genética horizontal (HGT) (Stevenson et al., 2017). A VGT ¢ transmitida ao longo das geragdes
bacterianas. Durante o processo de divisdo bindria/cissiparidade, o gene de resisténcia a
medicamentos ¢ transmitido da célula mae para as células filhas (Li et al., 2019). Ja, a HGT
quebra os limites de parentesco em comparagao com a VGT, permitindo a troca de genes entre
diferentes espécies (Paquola et al., 2018). Foi demonstrado que esse ultimo processo de
resisténcia bacteriana a medicamentos desempenha importante papel na evolucdo e
disseminagdo da resisténcia a multiplos medicamentos (Lerminiaux; Cameron, 2019).

A HGT pode acontecer na reprodugdo sexuada das bactérias (transformagdo?,
transdu¢do* e conjuga¢ido’), mas, a conjugacdo ¢ o modo mais importante (Arnold; Huang;

Hanage, 2021). Os elementos genéticos méveis (MGEs) compartilharam seus elementos

3Processo de reproducdo sexuada em que as bactérias absorvem fragmentos de DNA livre no ambiente e os
incorporam ao seu proprio genoma.

4 Processo de reprodugdo sexuada em que os bacteriéfagos ao infectarem bactérias podem transportar material
genético de uma bactéria para outra.

5 Processo de reprodugido sexuada em que duas bactérias se conectam por meio de uma ponte citoplasmatica
(pili sexual) e trocam material genético.
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genéticos de resisténcia com outras espécies bacterianas nao resistentes via HGT, o que
promoveu o acimulo e a disseminacao de genes de resisténcia a antibidticos em bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas (Koonin; Makarova, 2017; Zheng; Yin; Liu, 2021). Quando os
genes de resisténcia a medicamentos em bactérias se acumulam até certo ponto, ¢ possivel
formar superbactérias altamente patogénicas, resistentes a maioria dos antimicrobianos.

A RAM ¢ definida pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como a habilidade dos
microrganismos (bactérias, fungos, virus e parasitas) mudarem algumas estruturas quando
expostos a antimicrobianos e assim, resistir a esses medicamentos, tornando-os ineficientes. Na
atualidade, ¢ considerada como um dos maiores problemas de satde publica em ambito global,
onde estima-se que 1,27 milhdes de mortes no mundo no ano de 2019 sejam atribuidas a
resisténcia antimicrobiana (Murray et al., 2022). Portanto, essa ¢ uma questao atual e inserida
nas pautas de “Uma S6 Saude”, visto o importante impacto na satide humana, animal e meio
ambiente e as inter-relagdes entre eles. Segundo o relatorio sobre resisténcia bacteriana
publicado pela OMS, trata-se ndo mais de uma ameaga global a satide publica, mas sim de uma
realidade alarmante, presente em todos os paises, numa “era pds-antibiotica” onde infecgdes
comuns e pequenos ferimentos, anteriormente tratdveis com facilidade, podem voltar a matar
(WHO, 2023).

Em um contexto atual, considera-se que expressivo aumento da populacdo mundial tem
impactado na demanda por alimentos, sendo combustivel para a intensificagdo da produgao
animal, criando, dessa forma, ambiente favoravel a disseminacdo de doencas infecciosas,
convergindo, inclusive, na ampliacdo do uso de antimicrobianos de forma terapéutica ou até
mesmo profilatica (Silva et al., 2020). Paralelamente, o uso de antibioticos promotores de
crescimento como aditivos na nutricdo de animais de producao tem sido assunto polémico, por
serem utilizados em subdoses terapéuticas, de forma a potencializarem a RAM (Cortez et al.,
2006), principalmente ao considerar a presenca de residuos em produtos que sdo destinados ao
consumo humano. Assim, apesar da multicausalidade atrelada a RAM, acredita-se que o uso de
antibioticos nas exploracdes agricolas e produ¢ao animal seja um dos principais fatores de risco
para o desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana. Nesse interim, destaca-se a piscicultura,

atividade agropecuaria que cresce anos apos ano, tanto em volume como em valor de producao.

5.2 Colossoma macropomum (Tambaqui)

O tambaqui, Colossoma macropomum, ¢ um peixe de agua doce, nativo da Regido
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Amazonica, cujo tamanho pode chegar at¢ um metro de comprimento e um total de 30 kg de
peso corporal, em ambiente natural (Gouding; Carvalho, 1982). Ele é o segundo maior peixe
de escamas nas aguas sul-americanas, atras apenas do pirarucu (Arapaima gigas) (FISHBASE,

2010).

Figura 1. Tambaqui (Colossoma macropomum)

Fonte: Portal Amazonia (2021).

O C. macropomum possui labios carnosos, dentes molares afiados e fortes. Esta
caracteristica anatomica e fisioldgica permite o habito alimentar do tipo onivoro e as
preferéncias dietéticas da espécie perpassam pelo zooplancton as sementes e frutas, conforme
a fase de desenvolvimento. Em fun¢do do modo alimentar, atua como dispersor de sementes
durante os periodos de cheia na Bacia Amazonica, podendo excretar sementes a distancias de
até 5,5km da arvore-mae (Milius, 2011).

A idade média em que o tambaqui atinge a maturidade sexual € de trés a quatro anos. O
tambaqui ¢ um peixe reofilico, portanto ndo desova naturalmente em cativeiro. Peixes dessa
natureza precisam vencer as correntezas dos cursos de adgua para maturar as suas gonadas
(Proenga; Bittencourt, 1994). Na regido Nordeste, a reproducao do tambaqui ocorre nos meses
de outubro a marco, sendo observada uma maior concentragdo das desovas no periodo de
novembro a fevereiro (Kubitza; Kubitza, 2004).

No contexto do Maranhao, o estado desponta como um centro promissor na produgao
de peixes cultivados, ocupando a sexta posi¢do no ranking brasileiro, atrds tdo somente dos
estados do Parana (213.300 toneladas - t), Sdo Paulo (82.400 t), Minas Gerais (61.600 t),
Rondénia (56.500 t) e Santa Catarina (56.100 t). Foram produzidos no Estado, em 2023, 49.153

toneladas (t) de peixes, das quais 38.343 t eram de peixes nativos (tambaqui, tambatinga,
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curimata, piau e matrinxa); 5.800 t de carpas, trutas e pangasius; e, 5.010 t de tilapia (Peixe BR,
2024).

Referente a ocorréncia de doengas em peixes, condigdes ambientais extremas, idade e
estresse sdo fatores determinantes. Os animais jovens s30 0s mais suscetiveis aos agentes
etiologicos, por ndo maturidade do sistema imunologico adaptativo. O estresse comumente
causado por manejo inadequado, alta densidade, alimentacao e nutricado nao adequados, ou uma
combinacdo destes fatores também aumentam muito as probabilidades de ocorréncia das
enfermidades (Lima; Goulding, 1998).

Entre os principais agentes causadores de doengas na piscicultura comercial, as bactérias
emergiram com alvo de preocupagdao nos ultimos vinte anos. Isso se deve nao apenas aos
grandes prejuizos econdmicos que causam na producdo, mas também ao fato de que algumas
espécies sdo zoondticas para seres humanos e/ou apresentam resisténcia aos antibidticos

empregados atualmente (Chideroli et al., 2017).

5.3 Género Aeromonas sp.

Bactérias do género Aeromonas sdo microrganismos comuns de ambientes aquaticos,
que podem causar infec¢cdes em humanos e animais. Também foi demonstrado que elas podem
desenvolver e disseminar resisténcia a antibioticos em cendrios clinicos e ambientais (Do;
Murphy; Walsh, 2017).

Aeromonas sp. sdo bastonetes Gram-negativos, de vida livre, anaerdbios facultativos,
sendo anteriormente classificados, juntamente, com Vibrio sp. € Plesiomonas shigelloides na
familia Vibrionaceae. Porém, estudos genéticos evidenciaram a necessidade de sua
reclassificagdo em uma familia propria, ja que elas apresentam caracteristicas filogenéticas
distintas daquelas encontradas na familia Vibrionaceae. Portanto, Aeromonas sp. esta
classificada taxonomicamente na familia Aeromonadacea (Ghenghesh et al., 2008).

Para os peixes, Aeromonas sp. sdo consideradas microrganismos oportunistas, ou seja,
organismos patogénicos facultativos que se manifestam em hospedeiros debilitados e infectados
por outros agentes etioldgicos, sendo considerados invasores secundarios, estabelecendo-se ao
concomitantemente a outras infecgdes bacterianas, virais, parasitarias ou em decorréncias de
problemas nutricionais ou de estresse (Pavanelli; Eiras; Takemoto, 2008). Cinco sdo as espécies
de importancia clinica, A. hydrophila, A. caviae, A. sobria, A. veronii ¢ A. schubertii, que ja

foram isoladas de répteis, anfibios, peixes e de algumas aves.
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Essas bactérias sdo catalase e oxidase positivas, capazes de fermentar glicose e gelatina
liquida e incapazes de fermentar inositol. Sdo descritas como anaerodbias facultativas e podem
tolerar concentracdes elevadas de cloreto de sodio (0,3 — 5 %) (Percival; Williams, 2014).
Podem produzir uma grande variedade de enzimas hidroliticas extracelulares, como
arilamidases, esterases, amilases, elastases, desoxirribonucleases, quitinases, peptidases e
lipases (Igbinosa et al., 2012). Apresentam faixa de temperatura 6tima de crescimento que varia
de 22 a 35 °C e podem resistir a faixas de pH de 4,5 a 9 (Lowry et al., 2014).

Com base nas caracteristicas de motilidade e temperatura de multiplicacdo, dois grupos
de espécies podem ser diferenciados no género Aeromonas (Martin-Carnahan; Joseph, 2005):
(1) grupo mesofilico e movel — com temperatura de desenvolvimento que varia de 35 a 37°C,
sendo composto pelas espécies 4. hydrophila, A. caviae e A. sobria; e, (i1) imdveis e psicrofilas
— apresentam temperatura 6tima de crescimento entre 22 a 25 °C, tendo como representantes A.
salmonicida e A. media (Popoft, 1984; Holmes; Niccolls; Sartory, 1996; Janda; Abbott, 2010).

A atengdo mundial sobre os membros do género Aeromonas aumentou
consideravelmente nos ultimos anos, em decorréncia das taxas significativas de mortalidade
provocadas nos peixes e das consequentes perdas econdmicas associadas os surtos (Lazado;
Zilberg, 2018; Hossain; Heo, 2021). Para os peixes criados em viveiros ou em sistemas com
recirculacao de agua, os integrantes do grupo de Aeromonas mdveis sao os principais patogenos
incriminados em surtos de doencas (John; Hatha, 2013; Hossain; Heo, 2021).

Do género Aeromonas sp., destacam-se as espécies mesofilas, principalmente A.
hydrophila que ja foi associada a alta mortalidade em diversas espécies de peixes determinando
perdas econdmicas, mundialmente (Janda; Abbott, 2010). Mas, outras espécies de Aeromonas
sp. ganharam notoriedade nos ultimos anos, € o caso da A. veronii, que causa septicemia
desencadeando grandes perdas anualmente, com mortalidade cumulativa variando de 10 a 100
% (Dong et al., 2017). Outro ponto a ser citado € que essas bactérias apresentam amplo espectro
de hospedeiros, como humanos, anfibios € outros organismos aquaticos (Martin; Fasolato;
Cardazzo, 2016).

De forma geral, as espécies de Aeromonas sp. sdo sensiveis a tetraciclina, gentamicina,
cloranfenicol, sulfonamidas, amicacina, nitrofurantoina, tobramicina e cefalosporina de terceira
geracdo e apresentam-se resistentes a penicilina, ampicilina, carbenicilina, eritromicina e
vancomicina (Altwegg, 1999). A utilizacdo indevida e indiscriminada de antibidticos tem
contribuido para o surgimento de cepas resistentes, impactando tanto o ecossistema quanto a

saude e seguranca da populagdo em geral (Silva et al., 2022).

Processo Associado: 23129.001228/2026-13 Pagina 44/119



27

Frente a situacdo acima citada, produtos naturais sao excelentes alternativas para serem
utilizadas em substituicdo ou em sinergismo com os antimicrobianos, visando estabelecer
protocolos adequados para o tratamento de doengas bacterianas nessa classe de vertebrados

(Souza et al., 2017).

5.4 Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann

A Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann ¢ conhecida, popularmente, no Brasil como
pariri, carajiru, carajunu, cajuru, piranga, paripari, oajuru-piranga, oajuru, guarajuru, guarajuru-
piranga, cuica, cipo-pau, cipd-cruz, cod-piranga, chica, china, entre outros (Correa, 1984;
Pauletti, 2003; Lohmann, 2015). A F. chica foi descrita pela primeira vez como Arrabidaea
chica da divisdo Mannoliophyta, classe Magnoliopsida, subclasse Asteridae, ordem
Scrophulariales, familia Bignoniaceae e género Arrabidaea, porém houve algumas mudangas
taxondmicas incluindo varias espécies do género Arrabidaea no género Fridericia (Lohmann,
2015). Com essas mudancas, a espécie foi incluida na familia Bignoniaceae (Machado;
Romero, 2014).

Hé registros de ocorréncia F. chica no continente Africano e em toda América do Sul.
No Brasil, ja foram registrados 27 géneros e 170 espécies integrantes da familia Bignoniaceae
(Machado; Romero, 2014), incluindo a F. chica.

A espécie F. chica é uma planta arbustiva trepadeira, de ramos subtetragonos® podendo
alcancar até 2,5 metros de altura. Suas folhas sdo tradicionalmente utilizadas por indigenas da
regido Norte brasileira, como corante para pinturas corporais, tingimento de fibras artesanais,

repelente e protetor solar (Nascimento, 2016).

5.4.1 Potencial bioativo e fitoquimico de Fridericia chica

De acordo com Rocha et al. (2019) e Vasconcelos et al. (2021), a partir da planta F.
chica, pode-se isolar niveis variados de flavonoides e antocianinas, além de metabdlitos
secundarios, como antocianinas, antraquinona, catequinas, acidos organicos, acucares

redutores, esteroides, xantanas e taninos. A presenca dessas substancias na planta apresenta o

SRamos que possuem sec¢do transversal com quatro dngulos, mas ndo, necessariamente, formando um quadrado
perfeito.
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papel de auxiliar no crescimento e desenvolvimento, protegdo contra radiagdes ultravioleta
(UV), dispersdo de sementes e, promog¢ao da polinizagdo, além de ser um mecanismo de defesa
(Buer; Imin; Djordjevic, 2010).

Para Siqueira ef al. (2022), a identificacdo de flavonoides, antocianinas e metabolitos
secundarios tém permitido, com a execucdo de estudos, que seja comprovada as propriedades
anti-inflamatodrias, antimicrobianas, antifingicas e antiparasitarias dessa espécie vegetal,
notadamente de suas folhas.

A espécie F. chica ¢ utilizada na medicina tradicional como agente anti-inflamatorio, o
que foi confirmado em diversos estudos com diferentes extratos preparados a partir das folhas
desta planta (Zorn et al., 2001; Oliveira et al., 2009; Michel et al., 2015). Apds alguns estudos
realizados com os extratos das folhas da F. chica, observou-se que as 3-desoxiantocianidinas
identificadas na espécie sdo as principais responsaveis pela sua atividade anti-inflamatdria
(Batalha et al., 2022). Ribeiro et al. (2009) testaram o extrato etanolico fresco de F. chica e
observaram atividade antibacteriana contra isolados de Staphylococcus aureus e antifungica
frente a levedura Candica albicans.

As folhas de F. chica possuem alto teor de flavonas e presenga de apigenina, dotadas de
atividade antioxidante (Siraichi et al., 2013; Fidelis et al., 2019). Outras flavonas identificadas
no extrato das folhas dessa espécie, sdo a escutelarina e escutelareina, presentes, também em
outras plantas medicinais como Scutellaria barbata ¢ S. lateriflora. A escutelarina ¢ uma forma
glicoronidica da escutelareina, o que significa que, embora ambas as moléculas apresentem
atividade antioxidante, a forma aglicona (escutelareina) tem uma atividade mais forte (Liu et

al., 2018).

6. METODOLOGIA

6.1. Material Vegetal

Foram utilizadas folhas de Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann (pariri) (Figura 2),
coletadas de plantas adultas no periodo chuvoso, turno da manha, horario em que hé maior
concentracdo dos compostos fenolicos (Baskar; Venkatesh; Ramalingam, 2018). A coleta foi
realizada no municipio de Sdo Luis, estado do Maranhdo, Brasil, sob as coordenadas

2°35'21.8"S 44°12'19.1"W.
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Figura 2. Amostra de Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann (pariri) coletada no municipio de Sao
Luis, estado do Maranhao

Fonte: Arquivo do autor (2025).

A exsicata da planta foi depositada no Herbario Atico Seabra da Universidade Federal

do Maranhao (UFMA) e encontra-se registrada sob o niimero 01067.

6.2 Preparo do Extrato Fresco e Fracdes de Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann.

ApoOs coletadas, as folhas de F. chica (Bonpl.) L.G. Lohmann foram lavadas e,
posteriormente separadas ¢ moidas em moinhos de facas no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos ¢ Agua (LMAA) da Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA).

O material vegetal foi submetido aos seguintes processos extrativos: (i) utilizacao de 70
gramas (g) das folhas de F. chica moidas para 700 mL de etanol a 70 %; (ii) maceragao por sete
dias, com homogeneizacao didria; (iii) o extrato fresco foi rota-evaporado em temperatura de
40 °C e liofilizado; e, (iv) apds rota-evaporagao do solvente, foram suspensos 10 g do extrato
fresco em 100 mL de agua destilada, seguido da parti¢do liquido/liquido (Figura 3) com
solventes organicos (hexano, diclorometano, acetato de etila), no sentido do mais apolar para o
mais polar — que foi conduzida no Laboratério de Microbiologia do Programa de Controle de

Alimentos ¢ Agua da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA). A obtengio do extrato e o
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fracionamento foram realizados em ambiente sem luminosidade e temperatura controlada para

evitar alteracdo quimica dos metabolitos secundarios.

Figura 3. Parti¢ao liquido-liquido das fragdes de Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohnmann

WJ"‘ Vi

Fonte: Arquivo do autor, 2025.

ApOs a separagao das fragoes foi realizada a anélise de rendimento do extrato e fracdes,

de acordo com as equagdes abaixo discriminadas:

Massa em 1mL X Volume do filtrado
1mL

Eq. 1: Massa total =

Massa total x100

Eq. 2: Rendimento (%) =

Massa do material utilizado na marceragao ou partigao

O extrato e suas fracdes foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) 1% para

realizacdo das atividades farmacologicas.

6.3 Quantificacio de Compostos Fenolicos e Flavonoides Totais
A determinacdo dos compostos fenolicos totais dos extratos frescos e fragdes de F. chica

(Figura 4) ocorreu pelo método de Folin-Ciocalteu, fundamentado nos procedimentos descritos

por Waterhouse (2012).A determinagado de flavonoides totais foi realizada por regressao linear
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com comparacdo da curva padrdo de quercetina nas concentragdes de 5 a 50 pg/mL. Na
sequéncia, foi preparada a solucdo de 2 mL de cloreto de aluminio a 2% (m/v) em 2 mL do
extrato fresco e mantidos em ambiente escuro por 10 minutos. Apos esse tempo, procedeu-
se a leitura das amostras com a utilizagdao de espectrofotdmetro na absorbancia (Abs) de 425
nanometros (nm), contra uma solucdo de 2 mL de agua purificada com 2 mL de cloreto de

aluminio 2% (branco). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Figura 4. Determinacdo dos compostos fenoélicos totais das fragdes de Fridericia chica (Bonpl.) L.G.
Lohnmann
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Fonte: Arquivo do autor (2025).

6.4 Analise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de Extrato Fresco de Fridericia

chica (Bonpl.) L.G. Lohnmann

Foi preparada uma solugdo estoque do extrato em metanol que foi analisada por infusdo
direta no espectrometro de massas Impact Bruker, utilizando ioniza¢do por electrospray no
modo ESI positivo. As condi¢des da fonte foram: nebulizer ajustado a 12 psi; fluxo de dry gas
de 4 L/min, temperatura de 180 °C; e, tensdo de alta voltagem (HV) de 4500 V aplicada ao
capilar. Apos estabilizagdo do spray, iniciou-se a aquisi¢ao continua dos sinais, permitindo a
deteccao direta dos ions presentes na amostra sem uso de etapa cromatografica. Foram obtidos
espectros em Full Scan nos dois modos de polaridade, possibilitando a observacao de ions
moleculares, adutos e padrdes isotopicos relevantes. As informagdes registradas foram
processadas no software Bruker. A andlise de Infusdo direta no espectrometro de massas foi

realizada na Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo (USP).

6.5 Isolados Bacterianos de Aeromonas sp.
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Foram utilizados no estudo 54 isolados bacterianos integrantes da bacterioteca do
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos e Agua da Universidade Estadual do Maranhio —
\UEMA, confirmadas para o género Aeromonas sp. por testes fenotipicos e molecular (nivel de
género), alguns com a confirma¢do molecular da presenca de genes codificadores de fatores de
viruléncia (aerolissina - aerA e enterotoxina citotdxica — act) e, multirresistentes a antibidticos
de uso comercial. Também foram utilizados os isolados bacterianos de Aeromonas moéveis
provenientes da “American Type Culture Collection” (ATCC), para garantir a padronizagao
dos resultados cientificos.

Os isolados bacterianos foram oriundos de fragmentos renais e hepaticos de Colossoma
macropomum (36,6 + 4,32 cm e 998 + 248,30 gramas) criados em propriedades rurais da Ilha
do Maranhdao que apresentavam caracteristicas semelhantes ente si: (i) mesmo sistema de
cultivo (semi-intensivos em viveiros escavados); (ii) utilizacdo de racdo comercial balanceada
e do tipo extrusada; e, (iii) criagdo de tambaqui como espécie principal.

Antes da realizagdo dos ensaios antimicrobianos, os isolados bacterianos foram
submetidos a purificagdo em agar sangue’ (Figura 5), a fim de garantir culturas vidveis e livres

de contaminag¢do, assegurando a confiabilidade dos resultados obtidos nos testes subsequentes.

Figura 5. Purificagio dos isolados de Aderomonas sp. em Agar Sangue

Fonte: Arquivo do autor (2025).

7 Agar base sangue suplementado com 5 % de sangue desfibrinado de caprino.
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6.5.1 Determinac¢ao da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A suspensdo bacteriana foi padronizada adicionando uma cultura bacteriana de 24 horas
de cultivo, em um tubo contendo solucdo salina estéril com turvagao igual a suspensdo do tubo
0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1,5 x 108 UFC®/mL), verificado pela leitura
espectrofotométrica a 600 nm e a absorbancia de 0,10 nm a 0,15 nm. Foi utilizado como
controle positivo, o antimicrobiano gentamicina. O extrato e fragdes vegetais foram preparados
em solugdo-estoque de Caldo Mueller Hinton com 0,1 % de DMSO, nas seguintes
concentragdes: 10000 pg/mL para o extrato fresco, fracdo hexanica e fracdo aquosa; 1000
png/mL para a fragdo diclorometanica e 250 pg/mL para a fragdo acetato etilica.

Em uma microplaca estéril de 96 pogos, foram depositados 100 pL de Caldo Mueller
Hinton nos pogos das linhas B a H e nas colunas 1 a 9, bem como nas linhas A ¢ H, nos pogos
de 10 a 12 (controle negativo). Nos pocos das linhas de B a D nas colunas de 10 a 12 foram
adicionados 100uL de Caldo Mueller—Hinton (controle negativo). E nos pocos das linhas E 4 G
da coluna 10 a 12 foram adicionados 100pL de gentamicina.

Os pocos da linha A de 1 a 9 receberam 200 pL das solugdes-estoque dos extratos
vegetais. Apos a homogeneizacao, 100 uLL das misturas contidas nos pocos dalinhaAde1a9
foram transferidos paraalinha B de 1 a9 e assim sucessivamente até a linha Hde 1 a 9, que apds
homogeneizagao, tiveram o mesmo volume retirado e desprezado (100 puL). Por ultimo, foram
adicionados em todos os pogos da microplaca, com exce¢do da linhas A e Hde 10 a 12, 10 uL
da suspensao bacteriana. Dessa maneira foi obtido um volume final de 110 pL em cada pogo.
Logo ap0s, a placa foi incubada por 24 horas a 28 °C, temperatura 6tima para o crescimento de
Aeromonas sp.

ApO6s 24 horas de incubagdo foram acrescentados 30 pL. de uma solugdo de resazurina

estéril nos pocos (Figura 6), seguida da incubagao da microplaca a 37 °C por duas horas.

8 Unidade Formadora de Colénia.
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Figura 6. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da fragao Acetato de Etila de Fridericia chica
(Bonpl ) L. G Lohnmann ap6s adicdo enzima da resazurlna (marcador)
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Onde: CM = controle do meio, CP = controle positivo e CN = controle negativo
Fonte: Arquivo do autor (2025).

ApOs essa etapa, foi realizada a leitura visual final: (i) colora¢do azul nos pogos -
auséncia de crescimento bacteriano; e, (i1) desenvolvimento de cor rosa - presenca de
crescimento bacteriano (Figura 6). A CIM foi definida como a menor concentracdo de extrato
vegetal capaz de inibir o crescimento de 90 % das cepas bacterianas testadas, ou seja, a menor

concentragdo de extrato vegetal capaz de impedir a mudanga de cor de azul para rosa.

6.5.2 Determinacio da Concentracio Bactericida Minima (CBM)

A determinagdo da Concentragdo Bactericida Minima® (CBM) foi realizada pelo método
de spread plate (Baron; Peterson; Finegold, 1994). Essa técnica consiste na semeadura de
indculo microbiano na superficie do Agar Padrio para Contagem Count (PCA).

De forma asséptica, foi semeado o indculo (10 pL) obtido dos pocos das microplacas
usadas para determinag@o da CIM, com auséncia de crescimento bacteriano (coloracao azul nos

pocos da placa) (Figura 6). Apos incubacao a 35 °C por 24 horas, foi feita a contagem das

Corresponde a menor concentragio necessdria para inviabilizar a célula microbiana, ou seja, provocar danos
irreversiveis a bactéria, expressa em pg/mL, que produz a morte de 99,9 % das células microbianas avaliadas.
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coldnias crescidas na superficie do agar PCA, considerando os seguintes critérios: (i) auséncia
de crescimento do microrganismo no meio de cultura ou detec¢do de crescimento de até 20
UFC = acgao bactericida; e, (i1) crescimento do microrganismo no meio de cultura acima de 20
UFC (> 20 UFC) = acao bacteriostatica. O surgimento de colonias em uma concentragdo indica

que a mesma ndo conseguiu inibir ou eliminar 99,9 % ou mais do indculo utilizado.

6.6 Teste de Toxicidade com Larvas de Tenebrio molitor

Foram utilizadas larvas de Tenebrio molitor em estagio final de crescimento (pré-pupa),
adquiridas na Biofabrica de Insetos da UEMA.. As larvas foram padronizadas por peso, variando
entre 100 e 200 mg, sendo distribuidas em placas de Petri em 12 grupos, cada um constituido
por 10 larvas, totalizando 120 organismos. Desses grupos, nove foram designados como grupos
teste e trés como grupos controle — constituidos por: (i) controle limpo (larvas e ragdo); (ii)
controle branco (H20 estéril); e, (ii1) controle Sham (a larva foi apenas furada pela agulha).

Nos nove grupos teste foram injetados, com auxilio de seringa de insulina (30 UI'?), 10
puL da solucao do extrato fresco (concentracdes 100, 40 e 2,5 pg/mL), fracdo diclorometanica
(concentracdes 100, 40 e 2,5 ng/mL) e fracdo acetato de etila (concentragdes 100, 40 e 2,5
pg/mL), com a agulha introduzida uma unica vez na larva (Figura 7).

Figura 7. Teste de toxicidade aguda em larvas de Tenebrio molitor.

Fonte: Arquivo do autor (2025).

10 Unidades internacionais.
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Na sequéncia, as larvas foram mantidas em ambiente controlado, no Laboratorio de

Entomologia Profa. Iraci Paiva Coelho — UEMA e alimentadas com uma mistura de aveia e

farinha de milho flocada na proporg¢do 2:2:2 (em peso). A taxa de sobrevivéncia foi avaliada a

cada 24 horas, durante sete dias consecutivos e, a mortalidade determinada com base na

presenca de melanizagdo e auséncia de resposta a estimulos fisicos.

6.7 Analise Estatistica

Os dados foram analisados empregando-se o software GraphPad Prism 7. Para dados

que apresentarem distribuicdo paramétrica foi utilizada a analise de variancia (ANOVA),

seguida pelo Teste de Tukey. Para dados com distribuicdo nao paramétrica foi utilizado o teste

Kruskal-Wallis, seguido pelo Teste de Dunns. Em todas as andlises, as diferengas significativas

foram consideradas quando o valor de P <5 %.

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta dissertagdo foram organizados em dois (2) capitulos:

Capitulo 1: ¢ apresentado o artigo intitulado “ANTIMICROBIAL ACTIVITY
OF FRESH EXTRACT AND FRACTIONS OF Fridericia chica
(BIGNONIACEAE) AGAINST MULTI-DRUG RESISTANT
PATHOGENIC Aeromonas ISOLATED FROM Colossoma macropomum,
submetido a revista Brazilian Journal of Biology.

Capitulo 2: consta o guia orientativo intitulado “BACTERIAS
MULTIRRESISTENTES EM AMBIENTES AQUATICOS E RISCOS
PARA A SAUDE UNICA” publicado pela editora EDUEMA, ISBN digital
978-85-8227-596-2.

Processo Associado: 23129.001228/2026-13 Pagina 54/119



37
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Keywords: Aeromonas. Bacterial resistance. Aquatic ecosystems. Bioprospecting.
ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF Fridericia chica AGAINST Aeromonas
RESUMO

This study aimed to evaluate antimicrobial activity of fresh extract and fractions from pariri
(Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann) against multidrug-resistant pathogenic Aderomonas
isolated from tambaqui (Colossoma macropomum) collected on Ilha do Maranhdo. A total of
54 bacterial isolates obtained from C. macropomum, confirmed as belonging to genus
Aeromonas by phenotypic and molecular analyses and classified as multidrug resistant to
commercially used antibiotics, were included. Fresh leaves of F. chica were subjected to
maceration, followed by rotary evaporation, lyophilization, and liquid—liquid partitioning to
obtain crude extract and fractions (hexane, dichloromethane, ethyl acetate, and aqueous). Total
phenolic and flavonoid contents in extract and fractions were determined using Folin—Ciocalteu
assay and quantified by linear regression, with absorbance measured using a spectrophotometer.
Chemical profiling of fresh extract was performed by direct infusion mass spectrometry.
Antimicrobial activity of extract and fractions was assessed by determining minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC). MIC values were
obtained using microdilution method with resazurin as a viability indicator, whereas MBC
values were determined by agar plate count using spread-plate technique. Gentamicin served as
a positive control in both assays. Toxicity was evaluated in vivo using 120 Tenebrio molitor
larvae exposed to extract and fractions. Fresh extract (3172 + 1.90) and ethyl acetate fraction
(2605 + 1.65) exhibited highest levels of total phenolics and flavonoids. Mass spectrometric
analysis of fresh extract identified carajurone (m/z 285.0723) and carajurin (m/z 299.0876) as
major compounds. Ethyl acetate fraction showed strongest antimicrobial activity, with MIC of
1.95 ng mL, followed by dichloromethane fraction, with MIC values ranging from 15.62 to

31.25 ng mL™". Fresh extract displayed MIC values ranging from 39.06 to 10,000 pug mL™".
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Gentamicin exhibited MIC and MBC values between 3.12 and 25 pg mL™'. Extract and
fractions of F. chica showed low toxicity to 7. molitor, with 100% survival in control groups
and only slight reduction in survival at highest concentration tested for dichloromethane
fraction. Overall, ethyl acetate and dichloromethane fractions of F. chica demonstrated
moderate to strong antimicrobial activity against multidrug-resistant 4eromonas spp. isolated
from C. macropomum.

Keywords: Aeromonas. Bacterial resistance. Aquatic ecosystems. Bioprospecting.

POTENCIAL ANTIMICROBIANO DO EXTRATO FRESCO E FRACOES DE
Fridericia chica (BIGNONIACEAE) FRENTE A Aeromonas PATOGENICAS
MULTIRRESISTENTES A ANTIMICROBIANOS ISOLADAS DE Colossoma
macropomum
RESUMO
Objetivou-se avaliar o potencial antimicrobiano do extrato fresco e fragdes de pariri (Fridericia
chica (Bonpl.)) L.G. Lohmann) frente a Aeromonas patog€nicas multiressistentes a
antimicrobianos isoladas de tambaquis (Colossoma macropomum) oriundos da Ilha do
Maranhdo. Para isso, foram utilizadas 54 isolados bacterianos oriundos de C. macropomum,
confirmadas para o género Aeromonas sp. por testes fenotipicos e molecular e, multirresistentes
a antibidticos de uso comercial. Para a avaliagdo do perfil antimicrobiano foi preparado o
extrato e as fragdes (hexanica, diclorometanica, acetato de etila e aquosa) da folha fresca de F.
chica pelos processos extrativos de maceracao, rotoevaporacao, liofilizagdo e parti¢ao liquido-
liquido. A determinacdo de fendlicos totais e flavonoides do extrato e fragcdes ocorreu pelo
método de Folin-Ciocalteu e regressao linear e a leitura foi realizada em espectrofotometro e a
determinagdo dos espectros de massa do extrato fresco foi realizada por infusdo direta em

espectrometro de massas. O teste da atividade antimicrobiana dos isolados foi realizado com o
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extrato fresco e fracdes sendo determinada a concentragdo inibitéria minima (CIM) e a
concentra¢do bactericida minima (CBM). Para a CIM, foi utilizada a resazurina como marcador
para verificacdo da viabilidade bacteriana pelo método de dilui¢do em microplacas e, para o
CBM realizou-se o método spread-plate com o agar plate count. A gentamicina foi utilizada
como controle positivo tanto no CIM como no CBM. Para a avalia¢do da toxicidade, foi
realizado o teste in vivo do extrato e suas fragcdes, com 120 larvas de Tenebrio molitor. O extrato
fresco (3172 + 1,90) e a fragdo de acetato de etila (2605 + 1,65) exibiram os maiores teores de
fendlicos totais e de flavonoides totais. Na andlise quimica do extrato fresco, foram
identificados os compostos quimicos Carajurona (m/z 285,0723) e Carajurina (m/z 299,0876).
Quanto a CIM, a fragdo acetato de etila (1,95 pg/mL) e diclorometanica (15,62 a 31,25 ng/mL)
apresentaram melhor desempenho para inibir o crescimento dos 54 isolados, seguido do extrato
fresco (39,06 a 10000 pg/mL). A gentamicina apresentou na CIM e CBM, atividade
antimicrobiana semelhante, variando de 3,12 a 25 pg/mL. O extrato e fra¢gdes de Fridericia
chica apresentaram baixa toxicidade em 7. molitor, com 100 % de sobrevida nos controles e
baixa reducdo da taxa de sobrevivéncia, apenas na maior concentragdo testada para a fracao
diclorometanica. Conclui-se que a fracdo de acetato de etila e de diclometanica da F. chica
demonstraram desempenho potente a moderado contra os isolados de Aeromonas spp. obtidos
de C. macropomum.

Palavras-chave: Aeromonas. Resisténcia bacteriana. Ecossistemas aquaticos. Bioprospecgao.

1. Introduction

Commonly known as crajiru, pariri, and carajuru, Fridericia chica (Bonpl.) L.G.
Lohmann is a species native to the Brazilian Amazon region and belongs to the family
Bignoniaceae. It is a climbing shrub that can reach up to two meters in height (Ferreira, 2005).

Its astringent and emollient properties, as well as its characteristic red pigment resulting from
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presence of 3-deoxyanthocyanins, particularly carajurin (Zorn et al., 2001), have been widely
exploited in cosmetic production (Barros et al., 2008).

Fridericia chica also exhibits several pharmacological properties, including
antimicrobial activity (Mafioleti et al., 2013), anti-inflammatory, antiangiogenic, and
antiproliferative effects (Michel et al., 2015), wound-healing activity (Aro et al., 2013),
antiparasitic effects (Miranda et al., 2017), and antioxidant activity (Siraichi et al., 2013;
Martins et al., 2016; Ribeiro et al., 2018). Although this species has been extensively studied
and its biological activities well documented, studies evaluating its antimicrobial activity
against pathogenic Aeromonas isolated from native fish species remain unavailable.

Among pathogens affecting fish, bacteria belonging to genus Aeromonas are widely
recognized for their pathogenicity (Sebastido et al., 2015; Pessoa et al., 2019). Currently, 36
Aeromonas species have been described, of which at least 19 are considered emerging
pathogens (Pessoa et al., 2019; Fernandez-Bravo and Figuera, 2020). Among these, Aeromonas
hydrophila stands out as one of the most frequently isolated species in global aquaculture,
infecting a wide range of fish species (Pessoa et al., 2019). In Brazil, occurrence of this
bacterium has been reported in native fish such as Colossoma macropomum (Pessoa et al., 2019;
Ledo et al., 2020; Gallani et al., 2020; Silva et al., 2024).

Motile acromonads cause Motile Aeromonas Septicemia (MAS), a disease characterized
by hemorrhagic septicemia with skin lesions, hemorrhages, and ulcerations, often accompanied
by stress-related hyperlocomotion and high morbidity and mortality rates (Figueiredo and Leal,
2008; Tavares-Dias and Martins, 2017; Bandeira Junior et al., 2019; Pessoa et al., 2019).

Despite the importance of this bacterial group in aquaculture and frequent recurrence of
infections, no antimicrobial compounds are currently approved in Brazil for treatment of
aeromonosis in native fish species. In this context, plant-derived natural extracts with

phytogenic potential (Hashemi and Davoodi, 2011) represent promising alternatives such as
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natural antimicrobials, supporting development of effective and sustainable protocols for
bacterial disease control in fish. Therefore, this study aimed to evaluate antimicrobial activity
of fresh extract and fractions from Fridericia chica (Bignoniaceae) against multidrug-resistant

pathogenic Aeromonas isolated from Colossoma macropomum.

2. Materials and Methods
2.1 Plant Material

Leaves of Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann (pariri) were collected from adult
plants during the rainy season in the morning, a period associated with higher concentrations of
phenolic compounds (Baskar, Venkatesh, and Ramalingam, 2018). Sampling was conducted in
the municipality of Sdo Luis, Maranhdo State, Brazil (2°35'21.8" S, 44°12'19.1" W). A voucher
specimen was deposited in the Atico Seabra Herbarium of the Federal University of Maranhio

(UFMA) under registration number 01067.

2.2 Preparation of Fresh Extract and Fractions of Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann

After collecting, leaves of F. chica (Bonpl.) L.G. Lohmann were washed, separated, and
ground using a knife mill at the Food and Water Microbiology Laboratory (LMAA) of the State
University of Maranhao (UEMA).

Plant material was subjected to the following extraction procedures: (i) 70 g of ground
F. chica leaves were immersed in 700 mL of 70% (v/v) ethanol; (i1) maceration was performed
for seven days with daily homogenization, consistently in the afternoon; (iii) resulting fresh
extract was concentrated by rotary evaporation at 40 °C and subsequently lyophilized; and (iv)
after solvent removal, 10 g of lyophilized extract were resuspended in 100 mL of distilled water
and subjected to liquid-liquid partitioning with organic solvents (hexane, dichloromethane, and

ethyl acetate), applied sequentially from lowest to highest polarity. Fractionation was conducted
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at the Microbiology Laboratory of the Food and Water Control Program at the Federal
University of Maranhdao (UFMA).

All extraction and fractionation procedures were performed under light-protected
conditions and controlled temperature to prevent chemical degradation of secondary
metabolites. After fraction separation, extraction yield of crude extract and fractions was

calculated according to equations described below:

Mass per mL X Filtrate volume
1mL

Eq. 1: Total mass =

Total mass X100

Eq. 2: Yield (%) =

Mass of material used for maceration or partitioning

The extract and its fractions were solubilized in 1% dimethyl sulfoxide (DMSO) for

pharmacological assays.

2.3 Quantification of total phenolics and flavonoids

Total phenolic content in fresh extract and fractions of F. chica was determined using
the Folin—Ciocalteu method, following procedures described by Waterhouse (2012). Total
flavonoid content was quantified by linear regression using a quercetin standard curve at
concentrations ranging from 5 to 50 pg mL™".

For flavonoid analysis, 2 mL of fresh extract were mixed with 2 mL of 2% (w/v)
aluminum chloride solution and incubated in the dark for 10 min. Absorbance was then
measured using a spectrophotometer at 425 nm against a blank consisting of 2 mL of purified

water and 2 mL of 2% aluminum chloride solution. All analyses were performed in triplicate.

2.4 High-performance liquid Chromatography (HPLC) analysis of the fresh extract
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A stock solution of the extract in methanol was prepared and analyzed by direct infusion
using a Bruker Impact mass spectrometer equipped with electrospray ionization (ESI).
Analyses were conducted primarily in positive ion mode. Source conditions were set as follows:
nebulizer pressure at 12 psi; dry gas flow at 4 L min™ with a temperature of 180 °C; and
capillary voltage of 4500 V.

After spray stabilization, continuous signal acquisition was initiated, enabling direct
detection of ions present in the sample without chromatographic separation. Full-scan mass
spectra were acquired in both positive and negative ionization modes, allowing detection of
molecular ions, adducts, and relevant isotopic patterns. Data acquisition and processing were
performed using Bruker software.

Direct infusion mass spectrometric analyses were conducted at the Analytical Centre of

the Institute of Chemistry, University of Sdo Paulo (USP).

2.5 Bacterial isolates of Aeromonas spp.

Fifty-four bacterial isolates from the culture collection of the Food and Water
Microbiology Laboratory at the State University of Maranhdo (UEMA) were used in this study.
Isolates were confirmed at the genus level as Aeromonas spp. through phenotypic and molecular
analyses. Some isolates were further characterized by molecular detection of genes encoding
virulence factors, including aerolysin (aerA) and cytotoxic enterotoxin (act). All isolates
exhibited multidrug resistance to commercially used antibiotics. Motile Aeromonas reference
strains obtained from the American Type Culture Collection (ATCC) were included to ensure
standardization and reproducibility of results.

Bacterial isolates were obtained from kidney and liver samples of Colossoma
macropomum (36.6 + 4.32 cm total length and 998 + 248.30 g body weight) reared on rural

farms located on Ilha do Maranhdo. All farms shared similar production characteristics,
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including: (i) semi-intensive culture systems in excavated ponds; (i1) use of balanced
commercial extruded feed; and (iii) tambaqui as the primary cultured species.
Prior to antimicrobial assays, isolates were purified on blood agar to ensure viability and

absence of contamination, thereby guaranteeing reliability of subsequent analyses.

2.6 Determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

Bacterial suspensions were standardized by inoculating 24-h cultures into sterile saline
solution to achieve turbidity equivalent to a 0.5 McFarland standard (approximately 1.5 x 10®
CFU mL™), confirmed by spectrophotometric reading at 600 nm, with absorbance values
ranging from 0.10 to 0.15 nm. Gentamicin was used as a positive control. Plant extract and
fractions were prepared as stock solutions in Mueller—Hinton Broth containing 0.1% dimethyl
sulfoxide (DMSO) at the following concentrations: 10,000 pg mL™* for the fresh extract, hexane
fraction, and aqueous fraction; 1,000 pg mL™" for the dichloromethane fraction; and 250 pg
mL! for the ethyl acetate fraction.

MIC assays were performed in sterile 96-well microplates. Mueller—Hinton Broth (100
uL) was added to wells B-H in columns 1-9, as well as to wells in columns 10-12 (negative
control) in rows A and H. Wells B-D in columns 10-12 received 100 pL of Mueller—Hinton
Broth (negative control), whereas wells E-G in columns 10-12 received 100 pL of gentamicin
solution (positive control).

Wells A1-A9 received 200 pL of plant extract or fraction stock solutions. After
homogenization, 100 pL were serially transferred from row A to row B (columns 1-9), and this
procedure was repeated sequentially down to row H. After homogenization of row H, 100 pL
were discarded to maintain equal volumes. Subsequently, 10 pL of bacterial suspension were
added to all wells, except to negative control wells in rows A and H of columns 10—-12, resulting

in a final volume of 110 puL per well. Plates were incubated at 28 °C for 24 h, the optimal
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temperature for growth of 4eromonas spp.

After incubation, 30 pL of sterile resazurin solution were added to each well, followed
by incubation at 37 °C for 2 h. MIC determination was based on visual assessment: blue
coloration indicated absence of bacterial growth, whereas pink coloration indicated bacterial
growth (Figure 6). The MIC was defined as the lowest concentration of extract or fraction
capable of inhibiting growth of at least 90% of the tested bacterial isolates, corresponding to

absence of color change from blue to pink.

2.7 Determination of Minimum Bactericidal Concentration (MBC)

Minimum Bactericidal Concentration (MBC)'! was determined using the spread-plate
method. This technique involved inoculating microbial suspensions onto the surface of Plate
Count Agar (PCA).

Aliquots of 10 uL were aseptically collected from wells used in the MIC assay that
showed absence of bacterial growth, indicated by blue coloration, and spread onto PCA plates.
Plates were incubated at 35 °C for 24 h, after which colony-forming units (CFU) were counted.
Bactericidal activity was defined as absence of colony growth or growth of up to 20 CFU on
the agar surface, whereas growth exceeding 20 CFU indicated bacteriostatic activity.
Appearance of colonies at a given concentration indicated failure to inhibit or eliminate at least

99.9% of the initial bacterial inoculum.

2.8 Toxicity assay using Tenebrio molitor larvae
Tenebrio molitor larvae at the final developmental stage (prepupa) were used in the

toxicity assay and obtained from Biofabrica Sdo Luis. Larvae were standardized by body weight

"This corresponds to the lowest concentration, expressed in g mL™, required to render microbial cells nonviable
by inducing irreversible damage, resulting in 99.9% bacterial cell death.
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(100200 mg) and distributed into Petri dishes, forming 12 experimental groups with 10 larvae
each, for a total of 120 individuals. Of these, nine groups were assigned to treatment conditions
and three served as controls: (i) clean control (larvae and feed only); (ii) blank control (sterile
H:0); and (ii1) sham control (larvae punctured with a needle without injection).

In the treatment groups, larvae received injections of 10 puL of fresh extract (100, 40,
and 2.5 pg mL™), dichloromethane fraction (100, 40, and 2.5 pg mL™), or ethyl acetate fraction
(100, 40, and 2.5 pg mL™"). Injections were administered using an insulin syringe (30 IU), with
the needle inserted once per larva.

After treatment, larvae were maintained under controlled conditions at the Prof. Iraci
Paiva Coelho Entomology Laboratory (UEMA) and fed a diet consisting of oats and flaked
cornmeal mixed at a 2:2:2 ratio (w/w). Survival was assessed every 24 h for seven consecutive
days. Mortality was determined based on presence of melanization and absence of response to

physical stimuli.

2.9 Statistical analysis

Data were analyzed using GraphPad Prism 7 software. Parametric data were analyzed
by analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey’s test. Nonparametric data were
analyzed using the Kruskal-Wallis’s test, followed by Dunn’s test. In all analyses, differences

were considered statistically significant at p < 0.05.

3. Results
3.1 Extraction yields of Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann extract and fractions

The extraction method allowed recovery of fractions with different polarities due to use
of solvents with varying polarity. Extraction yields of the fresh extract and its fractions are

summarized in Table 1, ranging from 2.46% to 19.48%.
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Table 1. Extraction yield of fresh extract and aqueous, dichloromethane, hexane, and ethyl

acetate fractions of Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann

Sample Yield (%)*
Fresh extract 12.68%+ 0.262
Hexane fraction 11.692 £2.939
Dichloromethane fraction 2.46° +0.335
Ethyl acetate fraction 19.48% £3.332
Aqueous fraction 18.46*+ 0.793

* Means of five replicates = standard deviation are shown. Means followed by
different letters within the same column differ significantly according to Tukey’s

multiple comparisons test (p < 0.05)

Among the fractions obtained, the ethyl acetate fraction exhibited the highest yield,

followed by the aqueous, hexane, and dichloromethane fractions (Table 1).

3.2 Total phenolic and flavonoid contents of extract and fractions from Fridericia chica (Bonpl.)
L.G. Lohmann
Chemical quantification of extract and fractions from F. chica is summarized in Table
2, presenting values obtained by linear regression based on calibration curves for total phenolics
(y =0.0007x — 0.0762; R* = 0.9940) and total flavonoids (y = 0.0294x — 0.0898; R? = 0.9961).
Table 2. Total phenolic content of fresh extract and aqueous, dichloromethane, hexane, and

ethyl acetate fractions of Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann.

Chemical Quantification

Analyzed Sample Total phenolic Total flavonoids

(mg GAE g')* (mg QE gh)*
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Fresh extract 31722+ 1.90 2606+ 6.13
Aqueous fraction 259.8°+3.81 150.9° + 6.14
Dichloromethane fraction 1081¢+2.52 650.5°+ 6.14
Hexane fraction 703.64 + 5.04 239.84+4.90
Ethyl acetate fraction 2605+ 1.65 17214° £+ 3.54

*GAE = gallic acid equivalent. *EQ = quercetin equivalent. Means of three replicates +
standard deviation are shown. Means followed by different letters within the same column differ

significantly according to Tukey’s multiple comparisons test (p < 0.05)

The fresh extract (3172 + 1.90) and the ethyl acetate fraction (2,605 + 1.65) exhibited
the highest total phenolic contents, with values significantly higher than those of the other
fractions and with a statistically significant difference between them (Table 2). A similar pattern
was observed for total flavonoid content, with the fresh extract (2,606 = 6.13) and, particularly,
the ethyl acetate fraction (17,214 + 3.54) showing the highest values and a significant difference
between them. The remaining fractions, which presented lower contents, also differed

significantly from one another.

3.3 Chemical profile of the fresh extract by high-performance liquid chromatography
Analysis of the F chica fresh extract by mass spectrometry using positive-mode

electrospray ionization (ESI*), performed by direct infusion and full-scan acquisition, revealed

a complex chemical profile (Figure 1) characteristic of plant extracts rich in secondary

metabolites. Because collision-induced dissociation (MS/MS) experiments were not conducted,

detected signals were interpreted as protonated molecular ions, adducts, and related ionic

species, which precluded unequivocal assignment of fragment ions.

Figure 1. Mass spectrum of the fresh extract of Fridericia chica obtained by direct infusion

electrospray ionization in positive mode (ESIY).
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Yicenin-2 (ion 593)
Carajurina (ion 299)
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Source: Author’s file (2025)

The mass spectrum obtained (Figure 1) exhibited a distribution of ions mainly within
the m/z ranges of 120-260, 270-500, and 550—690, indicating presence of low-, medium-, and
high-molecular-weight compounds. The most intense signal was detected at m/z 160.0947 and
was interpreted as the protonated molecular ion [M+H]" of the major metabolite present in the
fresh extract.

In addition to this predominant compound (m/z 160.0947), several lower-intensity ions
were detected in the m/z range of 130-250 (m/z 144.1001, 166.0817, 203.0501, 217.0286, and
245.0599). These signals are consistent with simple phenolic metabolites or structurally related
ions commonly observed in positive-mode ESI* analyses of plant extracts.

Within the intermediate mass range (m/z 280-380), prominent signals were observed at
m/z 285.0723, 299.0876, 345.0552, 365.1009, and 381.0537. Based on accurate mass data, it
was possible to tentatively identify carajurone at m/z 285.0723 [M+H]* and carajurin at m/z
299.0876 [M+H]", compounds previously reported in F. chica.

Additional ions detected between m/z 400 and 460 (m/z 411.1934, 429.3693, 437.1897,

and 453.1620) suggest presence of conjugated phenolic metabolites, possibly glycosylated
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flavonoids or anthraquinone derivatives, reflecting increased structural complexity. In the
higher mass region (m/z 580-690), the spectrum displayed a low-complexity profile,
characterized by predominance of ions at m/z 621.3016, considered the base peak in this range,
and m/z 593.2702, along with lower-intensity signals at m/z 637.2959, 659.2775, and 681.3187.
These ions are compatible with high-molecular-weight polyphenols, potentially diglycosylated
flavonoids or polysubstituted anthraquinones, complementing the metabolite profile observed
at lower m/z values.

The ion detected at m/z 593.2702 is compatible, within an exploratory framework, with
C-glycosylated flavonoids widely reported in plant species of the same genus, including
vicenin-2 (apigenin-6,8-di-C-glucoside), whose deprotonated ion [M—H]™ has a theoretical m/z
of approximately 594.15 (Alvarez-Ortega et al., 2021). Considering prior reports of this
metabolite in F. chica, the detected compound may be tentatively assigned as a flavonoid

structurally related to vicenin-2.

3.4 Evaluation of antimicrobial activity of Fridericia chica extract and fractions

Minimum inhibitory concentration (MIC) values of fresh extract and fractions from F.
chica were determined against 54 multidrug-resistant Aeromonas spp. isolates, all of which
were inhibited by at least one tested concentration (Table 3). The ethyl acetate fraction (250—
1.95 pg mL™) and the dichloromethane fraction (1,000—7.81 pg mL™") exhibited the strongest
antimicrobial activity, showing inhibitory effects at lower concentrations than those observed
for the other fractions and the fresh extract.
Table 3. Minimum inhibitory concentration (MIC) of fresh extract and aqueous,
dichloromethane, hexane, and ethyl acetate fractions of Fridericia chica (Bonpl.) L.G.

Lohmann, and gentamicin, against 54 Aeromonas spp. isolates after 24 h of exposure
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Minimum Inhibitory Concentration - MIC (ug/mL)"

Aeromonas Fraction
Fresh
spp. Ethyl Gentamicin
Extract Aqueous  Dichloromethane  Hexane
Acetate
A. caviae 808.6 + 10,000 = 10,000 +
25.00+ 7.66 1.95+0.00 4.68+0.54
(n=30) 780.3 0.00 0.00
A. veronii
1,660.2 + 10,000 + 10,000 +
by veronii 27.34+ 6.77 1.95+0.00 9.37+2.75
1,977.5 0.00 0.00
(n=12)
A.
10,000 + 10,000 +
schubertii 1,250 £0.0 31.25+0.00 1.95+0.00 12.50+0.00
0.00 0.00
(n=03)
A. sobria 10,000 + 10,000 +
10,000 £+ 0.0 15.62 +0.00 1.95+£0.0 6.25+0.00
(n=03) 0.00 0.00
A.
10,000 + 10,000 =
hydrophyla 1250 £0,0 31.25+0.00 1.95+£0.0 3.12+0.00
0.00 0.00
(n=03)
A. media 10,000 + 10,000 +
39.06+0.0 15.62+ 0.00 1.95+£0.0 6.25+0.00
(n=03) 0.00 0.00

Where:*Means + standard deviation

Both ethyl acetate and dichloromethane fractions demonstrated strong antimicrobial

activity; however, the ethyl acetate fraction was the most effective, inhibiting growth of all

tested isolates even at the lowest concentration assessed. In contrast, the fresh extract showed

variable activity among Aeromonas spp. isolates, with more pronounced effects against 4.
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media and A. hydrophila. The aqueous and hexane fractions showed limited activity, as most
isolates exhibited resistance even at the highest tested concentration (10,000 pg mL™),
indicating weak antimicrobial effects.

MIC and minimum bactericidal concentration (MBC) results (Table 4) further
confirmed strong antimicrobial potential of the dichloromethane and ethyl acetate fractions of
F. chica, as both exhibited low concentrations capable of effectively inhibiting and killing the
tested isolates. Notably, the ethyl acetate fraction showed the best overall performance, with
MIC and MBC values of 1.95 pg mL™' against all isolates, demonstrating efficacy at
concentrations lower than those of gentamicin (3.12 pg mL™), used as a broad-spectrum
positive control. MBC results also indicated strong bactericidal activity of the fresh extract
against A. media and moderate activity against 4. caviae.

Table 4. Minimum bactericidal concentration (MBC) of fresh extract and dichloromethane
and ethyl acetate fractions of Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann, and gentamicin,

against 54 Aeromonas spp. isolates after 24 h of exposure

Minimum bactericidal concentration - MBC (ng/mL)

Fraction
Aeromonas Fresh Extract Dichloromethane Ethyl Acetate Gentamicin
Spp-
A. caviae
1,209.4+£1102.2 35.94 + 14.06 1.95+ 0.00 4.69+ 0.54
(n=30)
A. veronii by
2,031.3+ 1985.4 54.69 + 13.53 1.95+ 0.00 9.37+2.75
veronii (n=12)
A. schubertii
2,500+ 0.00 31.25+0.00 1.95+ 0.00 12.50+ 0.00

(n=03)
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A. sobria
2,500+ 0.00 62.5+0.00 1.95+ 0.00 6.25+ 0.00
(n=03)
A. hydrophyla 2,500+ 0.00
31.25+0.00 1.95+ 0.00 3.12+0.00
(n=03)
A. media
78.12+0.00 15.62 +£0.00 1.95+ 0.00 6.25+ 0.00
(n=03)

“Means + standard deviation

3.5 Evaluation of toxicity using Tenebrio molitor larvae

Table 5 summarizes acute toxic effects of the fresh extract (FE) and the dichloromethane
and ethyl acetate fractions of F. chica at different concentrations, assessed based on survival of
experimental organisms over a seven-day period following treatment.

All control groups (sham, blank, and clean) exhibited 100% survival throughout the
experiment, indicating absence of spontaneous mortality and confirming adequacy of
experimental conditions. These results also demonstrate that neither experimental procedures
nor exposure medium interfered with larval viability.

Table 5. Acute toxicity assessment based on survival of Tenebrio molitor larvae over 7 days
following treatment with different concentrations of fresh extract and fractions of Fridericia

chica

Tenebrio molitor (n=120)

Concentration Tested

Group
(ng/mL) Larvae Live (n°) Dead (n °) Survival (%)
(n°)
Sham control _ 10 10 0 100
Blank control 10 10 0 100
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Clean control B 10 10 0 100
FE 2.5 2,5 10 10 0 100
FE 40 40 10 10 0 100
FE 100 100 10 09 1 90
DM 2.5 2.5 10 10 0 100
DM 40 40 10 10 0 100
DM 100 100 10 9 1 90
EA 25 2.5 10 08 2 80
EA 40 40 10 09 1 90
EA 100 100 10 10 10 100

Where: FE = fresh extract; DM = dichloromethane fraction; EA = ethyl acetate fraction.

For the fresh extract, 100% survival was observed at concentrations of 2.5 and 40 pg
mL™". At 100 pg mL™", one larva died, resulting in a survival rate of 90%, indicating a slight
increase in toxicity only at the highest tested concentration.

The dichloromethane fraction exhibited a toxicity profile similar to that of the fresh
extract. Concentrations of 2.5 and 40 pg mL™" did not induce mortality, maintaining 100%
survival. At 100 pg mL™", survival decreased to 90%, suggesting a possible dose-dependent
trend, although toxicity remained moderate.

In contrast, the ethyl acetate fraction exerted a greater effect on 7. molitor survival
compared with the other treatments. At 2.5 pg mL™, survival decreased to 80%, indicating
increased sensitivity of larvae even at the lowest concentration tested. At 40 ug mL™', survival
increased to 90%, approaching values observed for the fresh extract and dichloromethane
fraction. However, at 100 pg mL™", survival reached 100%, suggesting a non-linear toxicity
response, possibly related to differences in bioavailability, metabolism, or interaction with the

test organism.
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Survival curve analysis of 7. molitor larvae was performed using the Kaplan—Meier
method (Figure 2) and demonstrated absence of relevant toxicity at the lowest concentrations
evaluated.

Figure 2. Survival curve analysis of Tenebrio molitor larvae exposed to different

concentrations of fresh extract (FE) and dichloromethane (DM) and ethyl acetate (EA)

fractions of Fridericia chica

100 " i " ; —— Sham
—— Water
- Trauma
—— FE 2,5 pg/mL
FE 40 pg/mL
== FE 100 pg/mL
== DM 2,5 pg/mL
== DM 40 pg/mL
0 - - T y —— DM 100 pg/mL

Survival Percentage
19
=]
L

EA 2,5 pug/mL
EA 40 pg/mL
EA 100 pg/mL

Where: The Kaplan—Meier survival curves represent mean =+ standard deviation values (n = 10

larvae per group).

The clean group, which was neither subjected to trauma nor exposed to extracts,
maintained 100% survival. The same outcome was observed in the other control groups,
indicating absence of mortality and providing a reference for normal survival. Among groups
treated with the fresh extract and fractions of F. chica, concentrations of 2.5 and 40 ug mL™!
did not affect survival, yielding results identical to those of the control groups and indicating
absence of detectable toxicity at these concentrations. In contrast, exposure to the highest
concentration of the dichloromethane fraction (100 pg mL™") resulted in a reduction in survival,

suggesting a potential toxic effect at this concentration.
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4. Discussion

The higher yields obtained for the ethyl acetate fraction may be associated with solvent
polarity, as solvents of intermediate polarity favor extraction of a broader range of secondary
metabolites. In addition, several factors—including extraction technique, type of plant material,
particle size, extraction time, and temperature—can directly influence extract yield (Andreo et
al., 2000).

The high phenolic content observed may be directly related to solvent polarity, as
extraction of these metabolites is generally more efficient with solvents of greater polarity (Al-
Reza et al., 2009; Mohamed et al., 2013). This relationship is evidenced by the low phenolic
levels detected in the hexane fraction, obtained using a nonpolar solvent. Although the aqueous
fraction represented the most polar solvent system, it exhibited the lowest total phenolic
content, indicating that additional factors influence extract composition. As noted by Verruck
(2018), variables such as soil characteristics, climatic conditions, collection period, extraction
method, and chemical nature of the metabolites can substantially affect phytochemical profiles.

According to Chagas (2016) and Cruz et al. (2022), flavonoids are polyphenolic
compounds commonly detected in extracts of F. chica, with higher abundance in leaves. These
compounds exhibit a wide range of biological and pharmacological activities, including anti-
inflammatory, antimicrobial, analgesic, and antiviral effects. As noted by Brito et al. (2021),
given extensive diversity of bioactive constituents in plant matrices, no single solvent can
isolate all compounds. Nevertheless, results of the present study demonstrate that the fresh
extract and ethyl acetate fraction contained the highest levels of total phenolics and flavonoids.

The chemical profile obtained by ESI* mass spectrometry highlighted metabolic
diversity of the fresh extract, particularly through detection of carajurone and carajurin,
compounds recognized as chemical markers of F. chica (Zorn et al., 2001). Presence of these

metabolites supports reliability of the analytical data and is directly associated with biological
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properties attributed to this species.

Identification suggested by mass spectrometric analysis corroborates previous studies
that describe this species as a rich source of flavonoids, particularly C-glycosylated flavonoids
(Siraichi et al., 2013; Campos de Siqueira et al., 2019). These findings reinforce consistency
between the metabolic profile observed in the present study and those previously reported in
the literature for F. chica.

In addition to the flavonoids widely reported for this species, identification of carajurone
and carajurin further characterizes chemical composition of the fresh extract of F. chica. These
compounds are recognized as chemical markers of the species, and their detection is consistent
with data previously reported in the literature (Zorn et al., 2001), thereby reinforcing reliability
of the chemical profile obtained in this study. Moreover, presence of carajurone and carajurin,
compounds strongly associated with biological activities attributed to F. chica, highlights
relevance of the analytical approach employed and supports robustness of the phytochemical
findings (Gomes et al., 2024; Silva-Silva et al., 2021; Figueiredo et al., 2023).

Overall, results highlight chemical diversity of the F. chica extract, with predominance
of phenolic metabolites, flavonoids, and anthraquinones at various levels of structural
complexity. Nevertheless, definitive structural elucidation of detected compounds requires
complementary analyses, particularly tandem mass spectrometry (MS/MS), to confirm
proposed assignments.

MIC values obtained in this study are consistent with those reported in investigations
addressing antimicrobial potential of medicinal plants against diverse bacterial species.
Machado et al. (2003), for example, evaluated 14 extracts of Brazilian medicinal plants and
reported strong activity of Punica granatum L. (pomegranate) extract against methicillin-
resistant Staphylococcus aureus. Similarly, Alzoreky and Nakahara (2003), studying Artemisia

absinthium (absinthe) extract against S. aureus, Bacillus cereus, Listeria spp., Salmonella spp.,
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and Escherichia coli, reported MIC values ranging from 165 to 2640 mg mL™'; however, these
concentrations were higher than those observed in the present study.

Plants constitute a rich reservoir of organic and inorganic compounds with diverse
biological activities and long-standing relevance to human use. Their application as
complementary therapies is often rooted in traditional knowledge transmitted across
generations or influenced by community-based practices (Dias et al., 2018). In a contemporary
context marked by widespread and frequently inappropriate antibiotic use, and consequent
microbial adaptation to allopathic antimicrobials, Nazaré and Braz (2020) underscored urgency
of identifying new antimicrobial agents. These authors emphasized need for novel therapeutic
options to control resistant bacteria. Within this framework, Aeromonas spp. represent
pathogens of major relevance to global aquaculture, as Gram-negative bacteria responsible for
reduced productivity and substantial economic losses.

Brazil has considerable potential to contribute to development of phytotherapeutic
products, given its extensive biodiversity, favorable soil conditions, and substantial number of
medicinal plant species already identified (Brandao et al., 2006). At the same time, options for
antibiotic treatment of bacterial diseases in fish remain limited, largely due to physiological
diversity among fish species and complexity of aquatic environments, which exceed those
observed in terrestrial animals (Smith et al., 2008). Prolonged and excessive use of
antimicrobials has further intensified selection pressure, leading to emergence of resistant
bacterial strains. This scenario represents a critical concern, as it disrupts balance in natural
aquatic microbiota, alters microbial ecosystem dynamics, and favors proliferation of multidrug-
resistant pathogens.

For these reasons, production of standardized extracts from F. chica with antimicrobial
activity against different pathogenic Aeromonas spp. isolated from tambaqui appears promising.

Results of the present study demonstrate feasibility of developing phytotherapeutic products for
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treatment of aeromonosis in native fish species.

It is well established that molecules isolated from natural products often serve as
prototypes for drug discovery and for investigation of new therapeutic activities (Rates, 2001).
According to lanck et al. (2017), medicinal plants represent valuable sources of bioactive
compounds for pharmaceutical development and are associated with lower research costs
compared with synthetic molecules. In this context, findings of the present study highlight
potential of F. chica as an alternative strategy for control of Aeromonas spp. in native fish,
contributing to reduction in use of synthetic antibiotics and, consequently, to biodiversity
conservation and protection of aquatic ecosystems against dissemination of antimicrobial
resistance genes.

Toxicity assays conducted with 120 Tenebrio molitor larvae indicated low acute toxicity,
corroborating previous studies using invertebrate models (Verbel et al., 2021). These results
reinforce potential of F. chica as a source of bioactive compounds with favorable safety profiles
for therapeutic applications. Similarly, low or absent mortality observed in treated groups is
consistent with reports demonstrating minimal toxicity of F. chica extracts in other biological
models, such as Caenorhabditis elegans (nematode), even at elevated concentrations (Verbel et
al., 2021).

These results reinforce that plant extracts such as F. chica generally exhibit low acute
toxicity in invertebrate models when evaluated within moderate concentration ranges, with
dose-dependent effects emerging only at higher levels. Thus, T molitor represents a sensitive,
reliable, and reproducible model for initial toxicological screening of natural products.

Overall, data obtained underscore potential of F. chica as an alternative for control of
Aeromonas spp., contributing to reduction of synthetic antibiotic use in aquaculture and
mitigation of antimicrobial resistance spread. Based on these results, it can be concluded that

the fresh extract, as well as ethyl acetate and dichloromethane fractions, exhibited antimicrobial
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activity ranging from strong to moderate against pathogenic Aeromonas isolates from
Colossoma macropomum. These findings demonstrate effectiveness of tested compounds and

reinforce their potential for development of natural antimicrobial agents.
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7.2 Capitulo 2 - GUIA ORIENTATIVO

BACTERIAS MULTIRRESISTENTES EM AMBIENTES AQUATICOS E RISCOS
PARA A SAUDE UNICA
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Apresentacao

A crescente preocupagio com a saide piiblica e a
sustentabilidade ambiental exige que a aguicultura, em especial
a piscicultura, adote priticas cada vez mais rigorosas para garantr
a sanidade dos organismos aquiatcos. Nos dlomos anos, uma
das questoes mais alarmantes tem sido a presenca de bactérias
multirresistentes em ambientes aquincos destinados i cnagio
de peixes, 0 que representa wma ameaca significativa anto para
a satide dos animais cultivados gquanto para o ecossistema como
um todo.

Pensando nisso, este guia onentativo fol elaborade com o
objetivo de fornecer uma visio abrangente sobre o problema da
resisténcia bacteriana nas pisciculturas, evidenciando os principais
fatores se que destacam para o surgimento de cepas bacterianas
resistentes, os impactos diretos e indiretos dessa resisténcia
na produgio de peixes e as melhores princas para prevencgio e

controle.
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Introducao

Estima-se que as infecgdes bacterianas, em escala global, afetem
centenas de milhares de pessoas; no entanto, esses niimeros podem estar
subestimados (Antimicrobial Resistance, 2014). A resisténcia bactenana ¢
um fenémeno natural, resultante da interagio entre os micro-organismos ¢
o ecossistema. Mesmo com o uso cundadoso e restrito de antimicrobianos,
a selegio de bactérias resistentes ainda ocorre. O uso madequado desses
medicamentos pode intensificar a resisténcia bacteriana, especialmente
em locais onde sio disponibilizados sem prescrigio médica (Marques;
Camplesi; Costa, 2023).

O desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana € um processo
natural, no qual os micro-organismos podem adquirir genes de resisténcia,
algo que também é impulsionado pela pressio seletiva decorrente do uso
excessivo e indiscriminado de annmicrobianos (Greene, 2015). Contudo,
o ritmo de descoberta e desenvolvimento de novos antimicrobianos nio
tem acompanhado o surgimento de bactérias multrresistentes (Fern,
2017; Hutter, 2013).

A selecio de bactérias resistentes pode ocorrer quando  as
concentracoes do medicamento ficam abaixo da concentragio inibitoria
mimma (CIM). Além disso, bactérias patogénicas, comensais ¢
ambientais, elementos genénicos movels e bacteriofagos constituem um
reservatério de genes de resisténcia aos antimicrobianos, a partur do qual
bactérias patogénicas podem adquirr resisténcia por meio de transferéncia
herizontal de genes (Greene, 2015; Marques; Camplesi; Costa, 2023).

Diversos fatores contribuem para a propagacio de bacténas
resistentes, como o controle madequado de infecgbes, a contamuinacio
ambiental e o deslocamento geogrifico de humanos e animais infectados.
Além disso, hospitais, ambientes agricolas e de estabelecimentos aquicolas,
dgua, solo, vida selvagem ¢ muitos outros biomas sio considerados

reservatorios de resisténcia bactenana (Hunbers, 2015).

6
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1 Antibioticos utilizados no cultivo de peixes

Efeitos na saude publica
O cultive de peixes no dmbito brasileiro e global vem crescendo de forma
exponencial e com o aumento da intensificacio dos sistemas de produgio, os peixes
sdo expostos a condicdes de estresse. Essas condigbes estressantes podem ineluir
praticas de manejo adotadas nos sistemas de produgao, alta densidade, qualidade da
igua e nutrigio (Elabd e al., 2019).

Em consequéncia disso, 0s peixes se tornatm
rmais propensos a contrair doencas bacterianas, que
tén 1impacto negativo na sua eficiénaa produtiva
(Doanetal.,2019). Paraaredu¢iodacargade doencgas
na piscicultura, é comum o uso de antibidticos para _
tins protilaticos e terapéuticos (Cabello et al., 20013).
No Brasil, existem apenas dois antimicrobianos
aprovados para uso na piscicultura, a oxatetraciclina

¢ o florfenicol (Sindan, 2018).

Porém, a introducio de antibidticos no ambiente aquitico contribui para
0 desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana (RAM), ou seja, mesmo com
a adi¢io dos antibidticos no ambiente, as bactérias conseguem sobreviver nesse
ambiente, o que afeta a populacio gquande os peixes tratados com antibidticos
sao consummidos, ou quando a dgua contaminada nio tratada alcanga reservatorios
naturais, infectando com bactérias resistentes ¢ transferindo os seus genes para
outros micro-organismos, agravando a disseminacao da RAM entre humanos ¢
anmais (Cabello, 2006).

Dessa forma, o use exacerbado de antibidticos nas pisciculturas que
possuem genes dé resisténcia a antimicrobianos importantes, representam um
risco potencial i saide piablica e esses dados da resisténeia a virios medicamentos
implicam na necessidade de momitoramento na cadeia produtiva e, a parur disso a

regilamentagao desses medicamentos (De Souza Gazal, 2020).

=]
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2 Regulamentacao da utilizacao e distribuicao de

antimicrobianos na criacao de peixes

A regulamentagio do uso e distnbuigao de antimicrobianos na eragio de
peixes ¢ uma questio critica no contexto de produgio sustentivel de alimentos,
salide piiblica ¢ preservagio ambiental. O uso desses Birmacos tem se wornado
comum na produgio animal para tratamento, prevengio de doencas ¢, em alguns

Casus, pard Fl'l'LJIiHIi}l";ﬁLJ de crescimento.

para a selecio de bactérias resistentes, assim como o actimulo de residuos o que
pode impactar tanto os peixes quanto a satide humana, além de prejudicar o
ccossistema aquiatico (Guardabassi; Kruse, 20110).

No Brasil, a regulamentagio do uso de
antimicrobianos na aquicultura é supervisionada
pelo Ministéno da Agrnicultura e Pecudria (MAPA).
Em 2017, o MAPA publicou a IN n" 26, que
estabelece critérios para a importagio, producgio
¢ distribuicio de medicamentos  utilizados na
aquicultura (Brasil, 2017). Esse aparato regulatonio

eXIge que O Uso de antimicrobianos 5¢ja prescrito

por um médico veterindrio ¢ reforga a necessidade
de monmitoramento das substincias e residuos em
OFEANISMOS aguiticos.

O Brasil, por meio da Companhia das Cooperativas Agricolas do
Brasil (CCAB), adota as normas do Codex Alimentarius como referéneia para
atualizacio da legislagio nacional, estabelecendo os parimetros regulatorios
para os Limites Maximos de Residuos (LMR) de antimicrobianos em alimentos
de origem animal. Essas diretrizes também regulam o uso dos medicamentos
veterindrios para reduzir a resisténcia antimicrobiana, garantir a seguranga dos
produtos pesqueiros e minimizar os riscos ambientas associados (De Assis efal.,

2018).
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Entretanto, desafios persistem na implementagio pratica dessas diretrizes
¢, devido 2 falta de fiscalizacio, a venda de antimicrobianos sem prescrigio ainda
ocorre, aumentando o risco de uso abusivo e inadequado. Diante desse contexto,
a regulamentacio do uso e distribuicio de antimicrobianos na aquicultura

brasileira ¢ essencial para preservar a sadde ptiblica e a sustentabilidade ambiental.

3 Perfis de resistencia das principais bacterias

patogenicas de interesse na piscicultura

Aeromonas sp.

O género Aeromonas ¢ composto por bactérias gram-negativas em
formato de bacilos, positivas para catalase e oxidase, e fermentadores de glicose,
cujo tamanho varia entre 0.3 - 1,0 um de comprimente por 1,0 = 3.5 uin de
largura. Por serem bactérias naturalmente encontradas na dgua, isso resulta
em enorme potencial patogénico, seja ele para organismoes aguiticos ou para o
homem, sendo consideradas oportunistas para ambos. Dessa forma, Aeromonas

sp. sdo patdgenos de interesse principalmente no cultivo de peixes.

Exemplos de doencgas cansadas por
Aerontonas sp. em peixes 530 septicemia
hemorrigica, doenca uleerosa e septicemia
por Aeromonas mavel (Chen et al, 2019).
Essas doencas podem resultar em altas taxas

de mortalidade e consequentemente altas

e ; ] Paixe infectad por ABMHmonas ap.,
perdas econdmicas na aquicultura (Dias ef AL arioe o Iaaies e Kieh
Farte: Rafael Lazzari

al., 2012). Os érgios e tecidos suscetivels
incluem pele, brinquias, figado, rim, bago

e intestino (Wassif; Mohammed 2022).

o
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1. Resisténcia a Antibiéticos Comuns

s

* A maioria das Aeromonas sp. € resistente 3 penicilina, ampicilina e carbenicilina
(p-lactimicos).
* Alguns estudos também ja demonstraram resisténcia ou resisténcia intermedidria a

clindamicina, ertomicina e vancormeina {Ledo ef al. 2020).

2. Mecanismos de Resisténcia

* Producao de Beta-lactamases: ecnzimas que conferem resisténcia aos
p-lactamicos de espectro estreito (penicilinas e cefalosporinas de primeira geragio)
(Gastalho, 2013).

* Bombas de Efluxo: Expulsio ativa do antibidtico da célula bacteriana (Gazal e
al., 2020).

* Capacidade de transferéncia horizontal: quando uma bactéria consegue
transferir seu gene de resiséncia para outra. Documentada em estudos onde 1solados
de A. salmonicida transferizam o seu plasmideo R com resisténcia 3 oxitetraciclina,

sulfonamidas, trimetoprim e estreptomicina para Escherichia coli {Sorum, 2006).
Streptococcus sp.

O género Streptococens pertence & ordem  Lactobacillales ¢ 4 familia
Streptococcaceae. Sio bactérias em formato de cocos gram-positives, arranjados em
formato de cadeia ou em pares (Lannes-Costa e al., 2021). As colbnias possuem
formato estérico ¢ possuem didmetro infenior a 2 mm (Whiley; Hardie, 2015).

CeccarelliJr. (2021) cita que o Streprococcus sp. pode estar presente em peixes
ja mortos ¢ moribundos, inclusive em peixes com aparéncia sadia. Assim, a bactéria

¢ disseminada na dgua ¢ pode infectar outros peixes ¢ causar elevada mortalidade.

10
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A infeccio por Streptococcus sp.
ocasiona infeecio sistémica, contudo,
a bactéria tende a afetar o sistema
nervoso central, o que leva ao quadro
de meningoencefalite  bacteriana, e
com a evolugio dos sinais clincos

neurologicos, causa  natagio  em

rodopios e oculares cansando exoftalmia

Paixe com exoftalmia por Streptocoseus sp.
¢ panoftalmia (necrose da esclera ¢/fou Fonte: Afane I = Herrigues

corneas).
1. Resisténcia a Antibioticos Comuns

=  Eritromicina: Penicilina.
. F!uumquinulunas COIMO ::rsparﬂﬁx.;lcinu. levofloxacina, gatiﬂuxacina £ g
moxifloxacina devido a mutactes nas Regides Determinantes de Resisténcia as

Quinolonas (QRDRs), que diminuem a susceptibilidade ao antibidtico.
2. Mecanismos de Resisténcia

* Resisténcia aos B-lactamicos: consiste em alterar uma ou mais das Proteinas
Ligadoras de Penicilina para diminuir a afinidade de ligagao com o antibidtico.

*  Bombas de Efluxo: Expulsio ativa do antibidtico da eélula bacteriana (Gazal
et al., 2020).

* Transferéncia vertical de genes de resisténcia: ocorre com S, preumoniae,
em que a resisténcia aos antibidticos ¢ mediada por mutagdes nos genes
cromoessomais e transferida A linhagem da bactéria.

*  Metilacao do ribossomo: ¢ causada por uma metiltransferase ribossoémica
codificada no gene erm (Erythromyein Resistance Methylase), que provoca
uma maodificagio na conformagio do ribossomo, diminuindo a afimdade pelo

antibidtico

11
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Escherichia coli

O género Escherichia ¢ composto por bactérias Gram-negativas em
formato de bacilos, com tamanho variando entre 1,0 - 2,0 pm de largurae 2,0- 6,0
pm de comprimento. S5ao membros da familia Enterobacteniaceae e amplamente
distribuidas no ambiente aquinco, podendo ser encontradas tanto em dguas
naturais quanto em sistemas de piscicultura, Eschertchia coli, em particular, pode
atuar como patdgeno oportunista, causando mmfeccdes em peixes, especialmente

sob condicoes de estresse ou mi qualidade da dgua (Dhas, 2021).

E el ¢ uma bacténa comum no
ambiente aquanco, podendo causar problemas
significativos no cultivo de peixes, especialmente
em situacoes de alta densidade nas eriagdes, ma
qualidade da dgua ou estresse nos peixes (Isracl;

Mutos, 2023).

1. Resisténcia a Antibi6ticos Comuns

* Sulfonamidas e Trimetoprim: A resisténcia ¢ comum devido ao uso
frequente na piscicultura ¢ em ambientes agricolas (Isracl; Matos, 2023).

* Tetraciclinas: O uso disseminado pode levar a alta resisténcia (Gastakho;
Silva; Ramos, 20114).

*  Aminoglicosideos (ex: gentamicina): Menor resisténcia, mas pode
ogorrer em casos de exposicio rependa (Carvalho; Godoy; Vicentini, 2024).

*  Fluoroquinolonas: Resisténcia em aumento, especialmente em dreas de uso
intensivo (Gazal et al., 2020).

* Beta-lactimicos (ex: penicilinas): Mutas cepas de E. woff possuem

resisténcia  devido a4 producio de bera-lactamases  (Dias,  2021).
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2, Mecanismos de Resisténcia

* Producao de Beta-lactamases: Enzimas que inativam antibidticos beta-
lactimicos (Dias, 2021).

* Modificacao de Alvo: Alteracio dos sitios de ligacio dos antibidticos, como
nos ribossomos, para tetraciclinas (Gastalho; Silva; Ramos, 2014).

* Bombas de Efluxo: Expulsio ativa do antibiético da célula bacteriana (Gazal
et al., 2020).

* Alteracao de Permeabilidade: Mudanca na parede celular que impede a

entrada de antibidticos {Carvalho; Godoy: Vicentini, 2024).

3. Impacto na Piscicultura

* A infecgdes podem resultar em perda de peso, aumento da mortalidade ¢
infecgdes sistémicas em peixes.

*  Apresenca de cepas resistentes pode levar a dificuldades no manejo dos peixes

€ aumento nos custos de tratamento.

4 Prevencao e Controle

*  Manutencio da qualidade da dgua,

*  Uso responsivel de antibibticos, bem como o uso de probiGticos.

* Uso das vacimas disponiveis para  profilaxia  (principalmente  para
CSLrEPLOCOCOsEs ).

*  Implementagio de boas priticas de manejo, como controle da densidade
populacional e controle regular da remperatura.

*  Monitoramento ¢ andlise  microbiologica periddica para  identificar
rapidamente possiveis surtos de E. coli ¢ ajustar o manejo adequadamente
{Carvalho; Godoy; Vicentim, 2024).

*  Realizar 0 manegjo correto durante a transferéncia dos peixes para evitar
tranmatismos.

*  Manter os niveis de oxigénio dissolvido ¢ condiches nutricionais adequiadas.

*  Verificar a presengade fungos e parasitas que podem comprometer aimunidade

dos peixes ¢ tornd-los ainda mais suscetiveis a infecgdes por patogenos.

13
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Consideracoes Finais

O uso indiscriminado de antibidticos em sistemas de  piscicultura
representa um risco significativo tanto para a saide pablica quanto para o
ambiente. A resisténcia antimicrobiana, impulsionada pelo uso excessivo de
antibioticos, compromete a eficicia de tratamentos em humanos e animais,
tornando-se uma questio de importinca global. Bactérias como Aeromonas
sp., Streptococenis sp. ¢ Escherichia coli, quando presentes em ambientes aquiticos
€ expostas contnuamente a antimicrobianos, desenvolvem mecanismos de
resisténcia que podem ser transferidos entre espécies, aumentando a prevaléncia
de infeceoes dificeis de tratar.

Este guia orientativo reforga a necessidade de regulamentacao ¢ controle
rigoroso sobre a administracio de antimicrobianos no cultivo de peixes, propondo
alternativas como o uso de probidticos ¢ vacinas para mitigar a necessidade de
antibidticos. A implementagio de melhores priticas de manejo, monitoramento
continuo da qualidade da dgia e restricio na venda de antibiéticos sem preserigio
de um profissional habilitado, como um médico veterindrio, sao essenciais para
minimizar a proliferagio de cepas resistentes.

Por fim, este material téenico serve como tum alerta parao desenvolvimento
de politicas pliblicas mais eficazes, a fim de preservar a seguranga dos alimentos,
a sande publica ¢ a sustentabilidade dos sistemas de produgio aquicola. A
conscientizacio ¢ colaboragio entre produtores, autoridades regulatérias ¢
profissionais da satide ¢ fundamental para enfrentar os desafios associados as

bactérias multirresistentes no contexto do cultivo de OFgANISMOS aguiticos.
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CONCLUSAO GERAL

A Fridericia chica ¢ uma espécie vegetal rica em bioativos e, de acordo com os
resultados obtidos neste estudo, representa um elevado potencial para o desenvolvimento de
antimicrobianos de origem natural. O extrato fresco e suas fracdes demonstraram expressiva
acdo inibitdria e bactericida frente a isolados de Aeromonas spp., patdogenos de grande
importancia clinica e amplamente distribuido em ambientes aquaticos, afetando principalmente
0s peixes, mas também répteis, anfibios e algumas aves.

Os resultados encontrados reforcam nao somente a relevancia dessa espécie vegetal e
seu potencial farmacoldgico, mas evidenciam a importancia do controle no uso inadequado de
antibioticos e a necessidade do desenvolvimento de estratégias mais conscientes e sustentaveis
para o controle de patdégenos na aquicultura, uma vez que a agua contaminada pode favorecer
a disseminacao de genes de resisténcia em varios ambientes, comprometendo a microbiota
natural de outros ecossistemas aquaticos e impactando o equilibrio ecolégico.

Este cendrio ¢ ainda mais preocupante quando se observa que, atualmente, existem
apenas dois antimicrobianos autorizados para uso em peixes no Brasil, e nenhum deles ¢
especifico para espécies nativas, como ¢ o caso do Colossoma macropomum, utilizado neste
estudo.

Dessa forma, a busca por alternativas terapéuticas de origem natural, especialmente a
partir de compostos bioativos provenientes de plantas, surge ndo apenas como uma estratégia
promissora para o enfrentamento da resisténcia bacteriana, mas também como uma ferramenta
que contribui para praticas mais sustentaveis e alinhadas a conservacao ambiental.

Por fim, como forma de promover a discussdo da resisténcia a antimicrobianos em
organismos aquaticos e seu impacto direto a Uma S6 Satde elaborou-se o guia orientativo
(ilustrado e em linguagem acessivel). Nesse contexto, destaca-se que a dissertagdo estd em
consonancia com a missao das universidades em produzir e difundir conhecimento intramuros
e extramuros, propiciando a intera¢do dialdgica, interdisciplinaridade, indissociabilidade entre

0 ensino-pesquisa-extensdo, impacto na formacao do estudante e na transformacao social.
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